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MCP1: Monocyte Chemotactic Protein-1 
MCP2: Monocyte Chemotactic Protein-2 
MCSF-1 : Macrophage Colony Stimulating Factor 
MCSP :  Melanoma CS Proteoglycan 
MgCl2: Chlorure de Magnésium 
MHV : Mouse Hepatitis Virus  
MIP : Macrophage Inflammatory Protein 
MMP : Matrix MétalloProtéinase 
MPS : MucoPolySaccharidose 
MuSK : Muscle-Specific receptor tyrosine Kinase 
MWCO: Molecular Weight Cut Off 
NaOH: Hydroxyde de Sodium 
NDST : N-Déacetylase/N-SulfoTransférase 
NHS: N-Hydroxy-Sulfosuccinimide 
NK : Natural Killers Cells 
NO : Nitric Oxid 
OA : OstéoArthrose 
PAGE : Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 
PAGEFS: Polyacrylamide Gel Electrophoresis of 
Fluorophore-labeled Saccharides 
PBS: Phosphate Buffer Saline 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PDGF : Platelet Derived Growth Factor 
PECAM-1 : Platelet Endothelial Cell Adhesion 
Molecule-1 
PF-4 : Platelet Factor 4 
PG : ProtéoGlycanne 
PKC : Protéine Kinase C 
PM : Poids Moléculaire 
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RANTES : Regulated upon Activation, Normal T-cell 
Expressed and Secreted 
RE : Réticulum Endoplasmique 
RMN: Résonnance Magnétique Nucléaire 
RT-PCR : Reverse Transcription-Polymerase Chain 
Reaction 
SDF : Stromal Derived Factor 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide 
Gel Electrophoresis 
Ser : Sérine 
SFM : serum-free medium 
SIDA : Syndrome de l’immunodéficience acquise 
SLC : Secondary Lymphoid Tissue Chemokine 
SLRP : Small Leucine-Rich Protein 
SPR : Surface Plasmon Resonance 
STAT-1 : Signal Transduction and Activator of 
Transcription -1 
Sulf : endosulfatases 
SUMO: Small Ubiquitin-related Modifier 
SVF : Sérum de Veau Fœtal 
TA : Température Ambiante 
TARC: Thymus and Activation-Regulated Chemokine 
TBD : Thrombin Binding Domain  
TBE: Tris-Borate-EDTA buffer 
TBS: Tris Buffer Saline 
TGF : Transforming Growth Factor 
Thr : Thréonine 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor 
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 
WB: Western Blot 
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INTRODUCTION 
 
Le travail présenté dans ce manuscrit est le fruit d’une collaboration étroite entre le 
laboratoire d’Hugues Lortat-Jacob de l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble et la 
société de biotechnologie Endotis Pharma. Endotis Pharma est une société créée au début de 
l’année 2003. Elle avait à ce moment précis deux projets principaux. Le premier projet, portait 
sur le protéoglycanne endocan (d’où le nom de la société), découvert en 1996 dans un 
laboratoire de l’Institut Pasteur de Lille dirigé par le Dr Philippe Lassalle. Endocan est 
rapidement apparu comme une molécule potentiellement intéressante comme marqueur 
biologique, mais aussi comme une cible thérapeutique. En effet, les premiers travaux de 
recherche ont montré que la présence de ce protéoglycanne (PG) circulant était corrélée avec 
un mauvais pronostic dans plusieurs types de cancers. Dans ce cadre, le développement d’un 
kit de diagnostique pour le dosage de la molécule endocan s’avérait possible grâce aux 
anticorps monoclonaux spécifiques développés par Philippe Lassalle et son équipe. De plus, il 
avait été montré que certains de ces anticorps monoclonaux anti-endocan pouvaient bloquer la 
formation de tumeurs cancéreuses dans des modèles murins. Ces résultats plaçaient donc 
endocan comme une éventuelle cible thérapeutique et nécessitaient non seulement de 
développer des outils de détection mais aussi de mieux comprendre la nature et la structure de 
ce nouveau protéoglycanne. C’est ce qui a constitué le premier thème de recherche qui sera 
développé dans ce manuscrit. Le second projet développé par la société Endotis Pharma 
(projet toujours en activité) était d’utiliser des mimétiques de GAGs pour moduler l’activité 
de protéines définies comme cibles thérapeutiques. Pour ce projet, la protéine interféron 
gamma (IFNγ), dont l’interaction avec les héparanes sulfates (HS) avait largement été décrite 
par des travaux antérieurs d’Hugues Lortat-Jacob, constituait une première cible de choix, 
notamment dans certains désordres immunitaires où le contrôle des activités de l’IFNγ 
pourrait s’avérer intéressant. Le second thème de recherche développé dans ce manuscrit a 
donc eu pour objectif d’enrichir les informations structurales et fonctionnelles sur l’interaction 
entre l’IFNγ et les HS dans l’optique de développer un mime oligosaccharidique des HS 
capable de moduler l’activité de la cytokine. 
Dans le but de faire avancer les deux projets d’Endotis Pharma, une convention CIFRE a 
été établie entre Endotis Pharma et le laboratoire d’accueil de l’Institut de Biologie 
Structurale. Cette convention a eu pour objectif de faire bénéficier à Endotis Pharma de toute 
  21
l’expérience, des méthodes de travail et les acquis détenus par l’équipe de recherche du Dr. 
Lortat-Jacob ainsi que des instruments de haute technologie qu’offrent le cadre grenoblois.  
Ce manuscrit synthétise les travaux aussi bien expérimentaux que bibliographiques qui ont 
été effectués pour faire progresser ces deux thèmes de recherche. Tout d’abord, une revue 
bibliographique détaillée présente les différentes familles de PGs ainsi que leurs fonctions, en 
particulier leur capacité à interagir avec de nombreuses protéines. La partie suivante recouvre 
autant que faire se peut les molécules issues de ces travaux de caractérisation et actuellement 
développées comme ayant un intérêt potentiellement thérapeutique. Finalement, le dernier 
chapitre de cette revue bibliographique est consacré à décrire l’IFNγ, les relations que cette 
cytokine possède avec les glycosaminoglycannes et l’intérêt de pouvoir moduler son activité.  
Comme endocan est un PG dont les fonctions biologiques ne sont pour l’instant pas 
encore clairement identifiées, il semblait en effet intéressant dans cette partie bibliographique 
parfois dense, d’avoir une vue générale, sur les homologies ou les différences que pouvait 
avoir ce protéoglycanne toujours mystérieux au sein de la gigantesque famille des PGs. Après 
la présentation des objectifs des travaux expérimentaux, les résultats exposés s’organisent 
selon les deux thèmes de recherche de ce travail de thèse. L’étude structurale et fonctionnelle 
d’endocan est tout d’abord exposée avec la présentation de la mise en place d’une plateforme 
technologique de production et de purification d’endocan, de sa chaîne glycannique et de son 
core protéique. Ensuite, les caractérisations structurales de la chaîne glycannique et du core 
protéique sont exposées de manière indépendante. Et enfin, certaines des interactions et effets 
que peut avoir l’endocan vis-à-vis de protéines cibles ont été évalués dans le but 
d’approfondir les fonctions de ce nouveau PG. Dans le chapitre suivant, les travaux sur la 
caractérisation structurale de l’interaction entre l’IFNγ et les HS ont été exposés, notamment 
ceux qui ont mené à l’identification d’un mime oligosaccharidique capable de moduler 
l’activité de cette cytokine. Pour chacun de ces deux projets de recherche de ma thèse de 
doctorat, une conclusion et des perspectives seront énoncées. 
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1. GENERALITES 
 
Les protéoglycannes (PGs) sont des macromolécules hydrophiles majoritairement situées 
à la surface des cellules, dans les matrices extracellulaires, et ils peuvent être dans certains cas 
intracellulaires voire circulants. Ils sont constitués d’un ˝noyau ˝ (core) protéique sur 
lequel sont greffés un ou plusieurs polysaccharides, principalement des 
glycosaminoglycannes (GAGs). Le terme de core protéique va être utilisé tout au long du 
manuscrit pour désigner la partie polypeptidique d’un protéoglycanne. Leurs fonctions 
peuvent être exercées aussi bien par leur core protéique que par leurs chaînes 
oligosaccharidiques. Le core protéique va permettre principalement la localisation, alors que 
les glycosaminoglycannes agissent en particulier, en interagissant avec diverses protéines. Les 
protéines qui interagissent avec les GAGs comportent des domaines riches en acides aminés 
basiques, comme cela est le cas pour les chimiokines. La gamme de partenaires protéiques 
avec lesquels les GAGs sont amenés à interagir est si large (facteurs de croissance, cytokines, 
chimiokines, enzymes et autres protéines de la matrice extracellulaire) que les PGs sont 
impliqués dans de nombreux processus essentiels tels que la prolifération, le remodelage des 
matrices extracellulaires, la migration, l’angiogenèse, etc. Nombreux de ces processus se 
trouvent être déréglés lors de maladies et notamment au cours du développement tumoral 
(Iozzo et Cohen, 1993 ; Iozzo et San Antonio, 2001 ; Timar et al., 2002 ; Delehedde, 2002 ; 
Sanderson et al., 2004 ; Delehedde et al., 2005 ; Delehedde et al., 2006). 
 
2. LES GLYCOSAMINOGLYCANNES (GAGs) 
 
2.1. Généralités 
 
Les GlycosAminoGlycannes (GAGs) sont de longs polysaccharides non ramifiés, 
constitués par polymérisation d’unités répétitives de disaccharides. Ces disaccharides, dont le 
terme biochimique est diholosides, sont composés de deux oses (c'est-à-dire de sucres simples 
non hydrolysables) qui sont reliés entre eux par une liaison osidique. La création d’une telle 
liaison bloque l’activité des fonctions qu’elle engage et notamment l’activité réductrice des 
fonctions aldéhydes des sucres ainsi que le phénomène de mutarotation.  
Les disaccharides qui constituent les chaînes de GAGs, peuvent être plus ou moins 
sulfatés, et sont composés d’une manière générale (exception faite pour les kératanes sulfates) 
d’un acide hexuronique (soit un acide glucuronique (GlcA) ou un acide iduronique (IdoA)) et  
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Figure 1: Motifs disaccharidiques des différents glycosaminoglycannes et leurs 
modifications
A : L’acide hyaluronique est constitué de disaccharides reliés entres eux par des liaisons β1-4. Les unités 
disaccharidiques sont composées d’un acide glucuronique et d’une N-acétylglucosamine, liés entre eux par une 
liaison β1-3. 
B : Les chaînes de kératane sulfate (KS) sont constituées d’unités disaccharidiques liées entre elles par une 
liaison β1-3 et composées d’un galactose (à la place d’un acide hexuronique) et d’une N-acétylglucosamine. Les 
KS peuvent subir des 6-O-sulfatations sur les deux oses, et de façon unique chez les GAGs un fucose peut 
être ajouté en C3 de la N-acéthylglucosamine. 
C : L’héparine (Hp) ou les héparanes sulfates (HS) sont constitués d’unités disaccharidiques liées entre elles 
par une liaison α1-4 et composées d’un acide hexuronique et d’une N-acétylglucosamine liés par une liaison α1-
4. L’Hp et les HS peuvent subir des 3, 6 ou N-sulfatations (après déacetylation) sur la N-acétylglucosamine 
ainsi qu’une 2-O-sulfatation sur l’acide hexuronique. L’épimérisation possible du carbone 5 transforme un acide 
glucuronique en un acide iduronique. 
D : Les chondroïtines sulfates (CS) sont constitués d’unités disaccharidiques liées entre elles par une liaison 
β1-4 et composées d’un acide glucuronique et d’une N-acétylgalactosamine liés par une liaison β1-3. Les CS 
peuvent subir des 4- ou 6-sulfatations sur la N-acétylgalactosamine ainsi qu’une 2-O-sulfatation sur l’acide 
hexuronique. Des lors qu’un acide glucuronique subit une épimérisation en C5, la création d’un acide iduronique 
fait de la chaîne CS une chaîne de dematane sulfate (DS).
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d’une hexosamine (soit une glucosamine (GlcN) ou une galactosamine (GalN)). Selon la 
nature de l’hexosamine, les termes de glucosaminoglycannes ou de galactosaminoglycannes 
peuvent être utilisés. 
Une des caractéristiques de ces chaînes oligosaccharides est leur importante hétérogénéité. 
En effet, la longueur des chaînes de GAGs pouvant être très variable, et les modifications 
structurales nombreuses (sulfatations, épimérisations), le nombre de combinaisons de 
structures possibles pour une chaîne oligosaccharidique apparaît infini. 
Selon la nature des oses et la façon dont les disaccharides sont reliés entre eux, les GAGs 
peuvent être classés en différentes familles que nous allons détailler. 
 
2.2. Les familles de glycosaminoglycannes (GAGs) 
 
2.2.1. L’acide hyaluronique (AH) 
 
L'acide hyaluronique (du grec hyalos qui signifie vitreux, et d’uronique, parce que d'abord 
isolé de l'humeur vitrée, il possède un taux élevé d'acides uroniques) est un 
glycosaminoglycanne largement réparti dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux. On 
le trouve ainsi en abondance dans l'humeur vitrée, le liquide synovial et la peau. Il constitue 
également l'un des principals composants de la matrice extracellulaire. Il a la particularité de 
n’être jamais relié à un corps protéique (il ne forme donc pas de protéoglycanne en tant que 
tel), de n’être jamais sulfaté, et d’être parfois présent dans certaines bactéries (Fraser et al., 
1997). L’AH est souvent défini comme un GAG qui permet le maintien de l’hydratation de la 
matrice extracellulaire cutanée.    
La chaîne oligosaccharidique d’AH dont la composition est connue depuis les années 50 
(Meyer et al., 1953), est constituée de disaccharides reliés entre eux par des liaisons β(1-4). 
Les unités disaccharidiques sont composées de l'acide glucuronique et de la N-
acétylglucosamine, liés entre eux par une liaison β(1-3) (Figure 1). Les polymères de cette 
unité récurrente peuvent atteindre une taille de 102 à 104 kDa (représentant ainsi environ 
50000 unités disaccharidiques) soit une taille comparable à celle d’une bactérie ! 
 
2.2.2. Les kératanes sulfates (KS) 
 
Les kératanes sulfates (KS) ont été identifiés pour la première fois en 1939 (Suzuki et al., 
1939) dans des extraits de cornée, mais réellement caractérisés bien plus tard (Meyer et al.,  
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Figure 2 : Diversité et organisation structurale des Héparanes Sulfates
a. Unité disaccharidique d’HS composée d’un acide hexuronique et d’une glucosamine N-acétylée. Ce 
motif disaccharidique 4GlcAa1-4GlcNAcα1 est ainsi répété n fois et peut subir jusqu’à 5 
modifications telles qu’une déacétylation de la GlcNAc suivi d’une sulfatation; des sulfatations 
peuvent également avoir lieu en position 3 et 6 sur la GlcNAc ainsi qu’en postion 2 sur l’hexosamine. 
Le carbone C5 de l’héxosamine peut subir une épimérisation qui convertit l’acide glucuronique (GlcA) 
en acide iduronique (IdoA).
b. Modèle de l’organisation d’une chaîne d’HS constituée d’une succession d’unités disaccharidiques. 
Les domaines les plus sulfatés appelés domaines NS sont représentés en rouge, ce sont des 
domaines dont la composition est semblable à celle de l’héparine. Les domaines peu ou non sulfatés 
sont représentés en noir (domaines NA). Ils sont composés principalement d’unités disaccharidiques 
qui ont subit très peu de modifications post-synthétiques. La succession de domaines NS et NA 
constitue une organisation dite de type SAS (Sulfaté Acétylé Sulfaté)
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1953).  Trois types de KS ont été ainsi identifiés : les KS de type I, II ou III (KSI ; KSII ; et 
KSIII). Cette distinction est liée au fait que les KSI se lient à un corps protéique par une 
asparagine (Asp) (N-glycosylation) alors que les KSII et III se lient aux sérines ou thréonines 
par une liaison GalNAc-O-Ser/Thr pour les KSII (Funderburgh, 2000) et Man-O-Ser pour les 
KSIII (Krusius et al., 1986).  
Bien que les KS soient classés dans la famille des GAGs, ils présentent plusieurs 
particularités exceptionnelles. En effet, chaque unité disaccharidique de KS est constituée 
d’un galactose (à la place d’un acide hexuronique) et d’un glucose N-acétylé (Figure 1). Ces 
disaccharides (3Galβ1-4GlcNacβ1) peuvent être sulfatés en C6 sur les deux oses. Un fucose 
peut également se brancher via son C1 sur le C3 de la glucosamine, en faisant de nouveau du 
KS un GAG à part (Greiling, 1994). Par ailleurs, les KS peuvent également dans certains cas 
être branchés et posséder des acides sialiques à leurs extrémités (Funderburgh,  2000). 
 
2.2.3. L’héparine et les héparanes sulfates  (Hp et HS) 
 
L’héparine a en fait été découverte en 1916 par Mc Lean qui, lors d’une expérience 
inattendue, a pu mettre en évidence l’effet anti-coagulant de ce polysaccharide (McLean, 
1916). Dès 1935, l’Hp a été utilisée dans le traitement de l'embolie pulmonaire par voie 
veineuse et, en 1970, par la voie sous cutanée (Mc Lachelin,  1970). 
L’héparine (Hp) ou les héparanes sulfates (HS) sont des GAGs dont les unités 
disaccharidiques sont composées d’un acide hexuronique et d’une glucosamine N-acétylée 
liées ainsi : 4GlcAα1-4GlcNAcα1 (Figure 1). La glucosamine peut être soit N-acétylée 
(GlcNAc), soit N-sulfatée (GlcNS). Une 6-O-sulfatation (GlcNAc(6S) ou GlcNS(6S)) et 
même une 3-O-sulfatation sur les GlcNS (GlcNS(3S) ou GlcNS(3,6S)) peuvent également 
avoir lieu. Au cours de la synthèse sur laquelle nous reviendrons, l’acide glucuronique (GluA) 
peut être épimérisé en C5 pour donner l’acide iduronique (IdoA). Les deux formes 
épimérisées peuvent également subir ensuite une 2-O-sulfatation : IdoA(2S) et GlcA(2S). Il 
est rare, mais possible de trouver la glucosamine sous forme non glycosylée (GlcNH2) 
(Rabenstein, 2002) (Figure 2a).  
Toutes ces modifications génèrent, le long d’une chaîne oligosaccharidique de ce type, 
une hétérogénéité et donc une variabilité de structure quasiment infinie. En effet, 48 
disaccharides différents sont théoriquement possibles, et c’est leur combinaison qui va 
engendrer cette diversité structurale.     
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L’héparine, qui est le GAG le plus sulfaté, est composée majoritairement de disaccharides 
IdoA(2S)-(1-4)-GlcNS(6S) tout au long de sa chaîne. 
Originellement identifiés comme étant des impuretés d’héparines (appelées heparitin 
sulfate) (Linker et al., 1958), les héparanes sulfates (HS) comportent en fait bien plus de 
variabilités dans leur composition et organisation structurale que l’Hp. En effet, les HS se 
composent de régions dites de type héparine et de régions bien moins sulfatées (Lindahl et al., 
1998 ; Esko et Lindahl, 2001 ; Gallagher,  2001)  (Figure 2b). 
L’héparine et les héparanes sulfates n’ont pas le même lieu de synthèse et n’ont pas les 
mêmes fonctions. L’héparine est uniquement exprimée par les mastocytes situés dans les 
tissus conjonctifs. Elle est synthétisée sous forme de protéoglycanne (PM : 750000 à 1000000 
kDa) dont le core protéique est la serglycine. Plusieurs chaînes d’Hp (PM : 60000 à 100000 
kDa)  sont liées à ce core protéique. Une fois cette synthèse terminée, les chaînes d’Hp sont 
clivées aléatoirement pour donner des fragments d’Hp plus petits (PM : 5000 à 25000 kDa) 
qui vont être stockés dans des granules de sécrétion du cytoplasme des mastocytes. Les 
héparanes sulfates, quant à eux, sont exprimés par la plupart, voire toutes les cellules. Ils se 
trouvent rarement sous forme libre mais en liaison avec divers cores protéiques pour former 
les protéoglycannes à héparanes sulfates (HSPGs). Ces HSPGs se trouvent soit dans les 
matrices extracellulaires, soit à la surface des cellules (Rabenstein, 2002). 
 
2.2.4. Les chondroïtines sulfates (CS) 
 
Le chondroïtine sulfate (CS) ou sulfate de chondroïtine, est un GAG que l’on retrouve 
principalement dans les tissus conjonctifs. L’unité disaccharidique de base qui le compose 
est : -4GlcAβ1-3GalNAcβ1- (Figure 1). Comme les autres GAGs, il peut subir des 
modifications en fonction des cellules qui le synthétisent, de leur état d’activation ou du 
contexte physiologique (normal ou pathologique). Ainsi, sur des chaînes entières, la N-acétyl-
galactosamine peut être sulfatée en position C4 pour donner le chondroïtine sulfate de type A 
(CS A) ou en position C6 pour donner la CS C. Chez les calamars, les requins ou les 
crustacés, certains CS sont dits "très sulfatés" tels que le CS D (-4GlcA(2S)(β1-
3)GalNAc(6S)β1) et le CS E (4GlcA(β1-3)GalNAc(4,6S)β1) et même le CS iE (4IdoA(β1-
3)GalNAc(4,6S)β1) comportant un IdoA (ce qui en fait un DS). 
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2.2.5. Le dermatanes sulfate (DS) 
 
Les dermatane sulfate (DS) sont souvent classés comme étant une sous-classe des 
chondroïtines sulfates. On peut d’ailleurs les trouver sous le nom de CS B. En fait, on pourrait 
définir un DS comme une chaîne de CS qui comporte au minimum un acide iduronique issu 
de l’épimérisation en C5 d’un acide glucuronique d’un CS (Figure 1).  
Ainsi, l’information structurale que peut contenir une chaîne de DS est plus diversifiée 
que celle d’un CS puisque l’acide glucuronique peut être épimérisé pour donner l’acide 
iduronique. Ce dernier peut alors être 2-O-sulfaté (la réaction d’épimérisation ayant 
préférentiellement lieu lorsque la galactosamine est 4-O-sulfatée). 
L’épimérisation de l’acide uronique qui distingue les CS (A ou C) des DS n’est pas une 
modification anodine. En effet, la caractérisation d’interaction protéines-GAGs a permis de 
démontrer que cette épimérisation pouvait apporter une certaine spécificité aux DS. Les DS, 
par exemple, vont interagir avec l’héparine cofacteur II alors que les CS ne le peuvent pas 
(Mascellani et al., 1993). Il en est de même pour les interactions avec un facteur de croissance 
tel que le HGF/SF (Hepatocyte Growth Factor / Scatter Factor) (Lyon et al., 1998). Plus 
spécifiquement encore, seuls les DS parmi les GAGs sont capables d’activer le NF-kb et 
d’induire l’expression d’ICAM-1 circulant et endothélial (Penc, 1999). 
 
2.3. Biosynthèse des glycosaminoglycannes 
 
2.3.1. La biosynthèse des GAGs 
 
Comme nous venons de le voir, il existe donc différentes familles de GAG, les Hp/HS, les 
CS/DS, les KS et l’AH. Chaque GAG a des caractéristiques différentes : ils diffèrent par leur 
structure, leur taille, leurs modifications post-synthétiques, leurs lieux de biosynthèse, leurs 
fonctions et leurs localisations. Il existe une large gamme d’enzymes spécifiques de chaque 
famille de GAGs qui agissent de manière très fine, en étant régulées par le 
microenvironnement biologique. Cependant, lorsque l’on parle de biosynthèse de GAGs, il est 
possible de définir deux groupes de GAG, à savoir ceux qui ne sont pas liés à un core 
protéique lors de leur élongation (l’AH) et ceux qui sont synthétisés depuis un point d’ancrage 
qui se trouve sur un core protéique (KS, Hp/HS et CS/DS) pour donner naissance aux 
protéoglycannes. Parmi les GAGs qui sont synthétisés depuis un core protéique, les Hp/HS et 
  31
CS/DS peuvent être distingués des KS puisque leur point d’ancrage sur le core protéique est 
clairement différent (Taylor et Gallo, 2006). 
 
2.3.1.1. La biosynthèse de l’AH, le seul GAG à n’être rattaché à aucun core 
protéique 
 
L’AH est assez particulier tout en étant l’un des GAGs les moins complexes. En effet, 
l’AH est directement synthétisé dans l’espace extracellulaire par les synthases d’AH (HAS) et 
ne subit aucune modification post-synthétique. Les HAS sont des protéines à sept domaines 
transmembranaires situées dans la membrane plasmique (Weigel et al., 1997). Chez les 
mammifères, trois HAS ont été identifiées (HAS I, II et III). Elément atypique chez les GAGs, 
certaines bactéries et virus possèdent également les gènes HAS, et peuvent donc synthétiser 
ou faire synthétiser (dans le cas des virus) leur propre AH (DeAngelis, 1999). 
Les HAS agissent de manière unique. En effet, elles possèdent deux composantes 
enzymatiques, l’une qui permet l’élongation sur le GlcA et l’autre sur la GlcNAc. 
Contrairement à tous les autres GAGs, l’élongation de la chaîne oligosaccharidique par l’ajout 
de monosaccharides a lieu sur la partie réductrice de la chaîne (libre puisque non greffée sur 
un core protéique). 
La taille des AH semble être un élément majeur de la régulation de leurs activités 
biologiques (Noble, 2002 ; McKee, 1996) et elle dépend de l’activité de chacune des enzymes 
HAS I, II et III. Les HAS I, II et III produisent des chaînes respectivement de 2.105 Da, de 
2.106 Da et supérieure à 2.106 Da. La localisation bien distinguée des gènes HAS 1, 2 et 3 sur 
les chromosomes, pourrait expliquer une régulation pointue de la biosynthèse de l’HA (Itano 
et Kimata, 2002). 
 
2.3.1.2. La biosynthèse des GAGs liés à un core protéique 
 
A l’exception de l’AH, tous les autres GAGs sont synthétisés à partir d’un core protéique. 
Selon le core protéique et l’environnement biologique, la nature des GAGs synthétisés varie. 
Cependant, un même schéma général est observé. Sur une séquence protéique préférentielle 
reconnue, une séquence oligosaccharidique consensus d’ancrage (ou "stub") est ajoutée sur un 
acide aminé bien précis (la Ser ou la Thr pour l’Hp/HS, CS/DS et KSII et III, et l’Asn pour le 
KSI). L’élongation de la chaîne oligosaccharidique peut alors être initiée à partir de cette
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Figure 3: Représentation du profil structural des KS I (A
) et KS II (B) 
Les saccharides de jonction avec le core protéique offre au KS un branchage qui n’est pas présent chez les autres GA
Gs et perm
et égalem
ent une 
liaison avec un fucose dans le cas du KSI. 
A
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eben et al. (1987) proposent que les disaccharides proches de l’extrém
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réductrice du KS I sont non-sulfatées. Se juxtaposent ensuite des 
unités disaccharidiques m
onosulfatées
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ent avant que l’extrém
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des saccharides de jonction est représenté
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(d’après Funderburgh, 2000)
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séquence saccharidique d’ancrage. Cependant, l’Hp/HS et les CS/DS possèdent une même 
séquence tétrasaccharidique consensus qui est bien différente de celles des KS I, II ou III. 
 
2.3.1.2.1. La biosynthèse des KS 
 
La séquence saccharidique consensus de liaison au core protéique  
Comme il a été décrit précédemment, il existe 3 classes de KS (KSI, II et III). La 
différence majeure entre chacun d’entre eux est due à leur liaison à un core protéique.  
Les KSI, les plus étudiés jusqu’à maintenant, sont liés au core protéique par une séquence 
oligosaccharidique consensus de composition : Man-6Man-4GlcNAc-4GlcNAc-N-Asn. Le 
premier GlcNAc en partant de l’Asn peut avoir un fucose lié en position C6. Par ailleurs, le 
premier mannose peut avoir en plus d’un mannose lié en C6, un autre mannose lié en C3, cela 
créant en quelque sorte un branchage (Oeben et al., 1987) (Figure 3a). 
Les KSII se lient quant à eux par une séquence consensus très simple de type : 6GalNAc-
O-Ser/Thr. A noter qu’en C3 du GalNAc, un branchage peut également avoir lieu (Figure 3b). 
Les KSIII, qui restent peu étudiés, sont liés par une liaison Man-O-Ser (Krusius et al., 
1986). 
 
La synthèse des chaînes de KS I, II et III 
Les chaînes oligosaccharidiques de KS sont synthétisées par des glycosyltransférases : les 
galactosyltransférases (β4Gal-T) et les N-acétylglucosaminyltransférases (Gn-T) qui 
chacune à leur tour assemblent les monomères de Gal et de GluNAc. Pas moins de sept gènes 
codant pour les β4Gal-T ont été identifiés ; cependant les fonctions de chacune de ces 
enzymes sont encore mal connues (Amado et al., 1999). En ce qui concerne les Gn-T, un 
certain nombre de ces enzymes sont connues mais aucune n’a encore été mise en évidence 
comme étant celle utilisée lors de la synthèse de KS (Funderburgh, 2000). Des travaux récents 
ont cependant montré que la β3Gn-T7 pourrait être utilisée lors de la polymérisation des KS 
(Seko et Yamashita, 2003).  
L’élongation d’un KS se déroule de la manière suivante : la β3Gn-T7 ajoute la GlcNAc en 
position non réductrice de la chaîne. Cette dernière peut être 6-0-sulfatée par une 
sulfotransférase par exemple de type GlcNAc6ST-5 (Akama et al., 2002). Selon le lieu de 
biosynthèse des KS, on peut également trouver les GlcNAc6ST-1 et 2 (Kusche-Gullberg et 
Kjellen, 2003). Le Gal peut ensuite être ajouté en bout de chaîne par une β4Gal-T et la β3Gn- 
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Figure 4: Biosynthèse des chaînes oligosaccharidiques d’héparine / héparanes 
sulfates (Hp/HS) et chondroïtines / dermatanes sufates (CS/DS)
La synthèse des GAGs de type Hp/HS et CS/DS nécessite un support protéique (core protéique). La 
sérine d’une séquence protéique préférentielle va permettre d’initier la synthèse d’un tétrasaccharide 
d’ancrage commun aux Hp, HS, CS et DS de séquence -4GlcA(β1-3)Gal(β1-3)Gal(β1-4)Xylβ1-O-Ser. Cette 
région de liaison entre le core protéique et les chaînes oligosaccharidiques proprement dites est crée par 
l’ajout d’un xylose sur la sérine, suivi par l’ajout de deux résidus galactosamines ensuite par un acide 
glucuronique. Chaque réaction est catalysée par des glycosyltransférases spécifiques qui sont 
respectivement la xylosyltransférase (XylT), la galactosyltransférase I (GalT-I) puis la 
galactosyltransférase II (GalT-II) et enfin la glucuronyltransférase I (GlcAT-I). Les enzymes GlcNAc 
transférase I et GalNAc transférase I ou II permettent respectivement l’ajout sur le tétrasaccharide 
d’ancrage d’une GlcNAc ou d’une GalNAc. Cette étape est décisive pour le choix de biosynthèse entre les 
Hp/HS ou CS/DS. Les GAGs peuvent alors être synthétisés par l’ajout alternatif et répété d’un acide 
glucuronique et d’une hexosamine N-acétylée. Les Hp/HS sont synthétisés par l’HS polymérase composée 
de deux enzymes EXT1 et 2 qui possèdent les activités de GlcNAc transférase et GlcA transférase. La 
synthèse des CS/DS est possible grâce à la Chondroitine Synthase (ChSy). Cette enzyme récemment 
découverte possède les deux activités enzymatiques qui sont les GalNAc transférase II et GlcA 
transférase II. Elle a une bien meilleure activité en présence du ChPF (chondroitin polymerizing factor) 
non représenté sur la figure (Sugahara et al., 2000 et 2003). Les enzymes (rectangles rouges) 
correspondent aux sulfotransférases responsables en partie de la diversité structurale. L’épimérase en 
C5 est quant à elle représentée dans un rectangle violet.
(D’après Sasisekharan et al., 2006)
Core 
protein
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T7 reprend son travail. Les 6-O sulfatations sur les Gal ont lieu lorsque plusieurs 
disaccharides sont en place et sont réalisées par la sulfotransférase KSGal6ST (Fukuta et al., 
1997). 
Les KS ont été identifiés dans de nombreux tissus, ce qui signifie que malgré quelques 
spécificités qui leur sont propres, les enzymes de la biosynthèse des KS sont exprimées dans 
la plupart des cellules. En revanche, un nombre limité de cores protéiques sont connus comme 
pouvant lier des KS. Funderburgh (2000) propose d’ailleurs que l’un des facteurs guidant la 
biosynthèse des KS pourrait être l’expression de ces cores protéiques, et qu’il faudrait donc, 
pour caractériser la biosynthèse des KS dans son intégralité, identifier les régulations de 
l’expression de ces cores protéiques. 
 
2.3.1.2.2. La biosynthèse des Hp, HS, CS et DS 
 
La séquence saccharidique consensus de liaison au core protéique 
Pour les Hp, HS, et CS/DS, la séquence consensus de liaison au core protéique est un 
tétrasaccharide de type : 4GlcA(β1-3)Gal(β1-3)Gal(β1-4)Xylβ1-O-Ser. Sa formation a lieu 
par le transfert d’un UDP-Xylose via la xylosyltransférase (Xyl-T) sur le groupement 
hydroxyle d’une sérine du core protéique pour donner une liaison Xylβ1-O-Ser. A lieu ensuite 
l’ajout des deux galactoses et enfin l’ajout de l’acide glucuronique. Ces réactions sont 
réalisées respectivement par les galactosyltransférases I et II (GalT-1 et 2) puis par la 
glucuronyltransférase I (GlcAT-1) (Sugahara et Kitagawa, 2000) (Figure 4). 
 
Le choix de l’élongation : une chaîne Hp/HS ou CS/DS ? 
Les deux "familles" de GAGs, les Hp/HS et les CS/DS (dans le sens où la composition du 
disaccharide de base est différente) sont synthétisées à partir du même tétrasaccharide 
consensus. Le mécanisme qui définit le choix de la synthèse de l’une ou l’autre des deux 
familles a été mal compris pendant de nombreuses années, jusqu’à la découverte de deux 
enzymes clefs : la GlcNAc Transférase I (GlcNAcT-1) et la chondroïtine GalNAc 
Transférase I ou II (chondroitin GalNAcT-I ou II selon la localisation de la biosynthèse). 
Ces enzymes initient la synthèse des chaînes d’Hp/HS et de CS/DS, respectivement par 
l’ajout d’une GlcNAcα1-4 ou d’une GalNAcβ1-4 au tétrasaccharide d’ancrage, par un 
mécanisme qui semble être dépendant de séquences protéiques particulières autour de la 
sérine (Esko et Zhang, 1996). La GlcNAcT-I possède un homologue, l’EXTL2, capable 
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d’ajouter à la séquence consensus un GalNAc mais avec une liaison α(1-4) alors que pour 
initier un CS une liaison β(1-4) est requise. Cette possibilité n’a encore été reliée à aucune 
fonction biologique in vivo. Le choix de l’élongation d’une chaîne polysaccharidique 
d’Hp/HS ou de CS/DS serait dans certains cas, non pas dépendant des enzymes présentes dans 
l’environnement mais plutôt de la séquence protéique et donc du core protéique sur lequel a 
lieu l’élongation oligosaccharidique. L’activité de la GalNAcT-1, par exemple, serait 
dépendante du core protéique. En effet, Nadanaka et al. (1999) ont montré que l’élongation 
d’une chaîne de CS à partir du tétrasaccharide d’ancrage n’est possible que si ce dernier est lié 
au core protéique.  
Certaines études ont montré que le tétrasaccharide consensus pouvait également subir des 
modifications ayant leur importance dans le choix de synthèse des Hp/HS ou des CS/DS. En 
effet, pour certaines chaînes de CS/DS, les tétrasaccharides d’ancrage peuvent avoir les 
compositions suivantes : GlcAβ/IdoA(α1-3)Gal(4-O-sulfate)(β1-3)Gal(+/-6-O-sulfate)(β1-
4)Xyl ; ou alors : GlcA(β1-3)Gal(+/-6-O-sulfate)(β1-3)Gal(6-O-sulfate)(β1-4)Xyl  et même : 
GlcA(β1-3)Gal(β1-3)Gal(β1-4)Xyl(2-O-phosphate) (Sugahara et al., 1988 ; 1992 ; DeWaard 
et al., 1992). Le Xyl(2-O-phosphate) a été trouvée sur des chaînes d’HS ou de CS. En 
revanche, la 4-O-sulfatation sur un Gal a été trouvé uniquement sur des chaînes de CS 
(Yamada et al., 1995). L’enzyme GlcNAc transférase I, qui est essentielle pour l’initiation de 
la polymérisation des Hp/HS, semble en fait inhibée par le résidu Gal(4-O-sulfaté) (Kitagawa 
et al., 1995). 
 
La polymérisation des Hp/HS 
Lorsque la synthèse des Hp/HS a débuté par l’ajout d’une GlcNAc sur le tétrasaccharide 
d’ancrage, les séquences répétées de 4GlcA(α1-4)GlcNAcβ1 constituant l’unité 
disaccharidique de base des Hp/HS, peuvent alors être ajoutées. Les enzymes EXT1 et EXT2 
sont responsables de l’élongation des chaînes par l’ajout de ces disaccharides (Figure 4). Ces 
enzymes sont inactives dans le réticulum endoplasmique (RE) et sont indépendantes l’une de 
l’autre. En revanche, dans l’appareil de Golgi, elles forment un complexe qui est appelé l’HS 
polymérase. Ce complexe possède ainsi les deux activités transférases du type GlcA-T et 
GlcNAc-T, lui permettant de polymériser les chaînes oligosaccharidiques (McCormick et al., 
2000).  
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La polymérisation des CS/DS 
Le mécanisme de polymérisation des chaînes de CS a été pendant longtemps mal connu. 
En théorie, deux activités enzymatiques sont nécessaires, à savoir une GlcA transférase et une 
GalNAc transférase. Bien qu’après les années 1960 ces activités enzymatiques aient été 
supposées, il a fallu attendre 1985 pour que les travaux de Rohrmann puissent révéler 
l’existence de deux GalNAc transférases (GalNAcT-I et II) (Rohrmann et al., 1985). Plus de 
dix ans plus tard, la GlcA transférase II et la GalNAc transférase II ont été co-purifiées à 
partir de sérum de bœuf (Tsuchida et al., 1999). Jusque là, seule la comparaison avec une 
chondroïtine synthase identifiée chez une bactérie (et capable de produire des chondroïtines) 
permettait de supposer qu’une seule et même protéine comportait les deux activités 
enzymatiques (DeAngelis et Padgett-McCue, 2000). Grâce aux progrès réalisés dans le 
séquençage du génome humain et, consécutivement, grâce à l’enrichissement des banques de 
données, le groupe de Sugahara a révélé l’existence d’enzymes spécifiques et a réussi à 
décortiquer le mécanisme de la polymérisation des chaînes de CS/DS. La chondroïtine 
synthase (ChSy) est ainsi la seule responsable de la polymérisation des chaînes de CS grâce à 
ses différentes activités enzymatiques de β1-3-GlcA transférase et de β1-4-GalNAc 
transférase (Kitagawa et al., 2001). Des études ont également démontré que la chondroïtine 
synthase avait une meilleure activité en présence du ChPF (chondroitin polymerizing 
factor) (Kitagawa et al., 2003). 
 
Les modifications de post-polymérisation (déacétylations, épimérisations et sulfatations) 
 Toutes les modifications des GAGs (dont les sulfatations) ont lieu dans l’appareil de 
Golgi grâce à des enzymes spécifiques qui agissent directement sur les polysaccharides en 
cours d’élongation ou déjà polymérisés. Ces modifications sont essentielles pour offrir aux 
oligosaccharides toute l’information dont ils doivent être porteurs pour être fonctionnels. Par 
exemple, si les HS ne sont pas sulfatés durant le développement d’une souris, la mort 
néonatale de cette dernière est inévitable (Bullock et al., 1998). L’environnement biologique a 
une très grande importance sur les différentes modifications qui peuvent orner les GAGs. 
Chaque modification est effectuée sous le contrôle d’enzymes régulées de manière fine par un 
réseau complexe afin de conduire aux "structures" de GAGs induits par le 
microenvironnement biologique et donc de répondre aux besoins de ce microenvironnement à 
un instant donné. 
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Modifications des Hp/HS  
Comme il a déjà été mentionné, l’Hp est un GAG qui est fortement sulfaté tout au long de 
sa chaîne. Ainsi, contrairement aux HS qui subissent des modifications de façon plus 
dispersée, chaque unité de chaque disaccharide d’Hp est le substrat de différentes enzymes 
que nous allons décrire ci-après. 
Toutes les modifications sur le polymère d’Hp se déroulent de façon ordonnée. Tout 
d’abord, certaines des GlcNAc vont être N-déacétylées puis N-sulfatées. Ces deux réactions 
sont catalysées par une famille d’enzymes comportant les deux activités spécifiques : elles 
sont appelées les N-déacétylases/N-sulfotransférases (NDST). Il existe ainsi chez les 
mammifères, quatre NDST (NDST1, 2, 3 et 4). La glucosamine peut également rester N-
désacétylée (GlcNH3+) (Toida et al., 1997). Bien que rare, cette modification ne semble pas 
anodine puisque des fonctions lui ont été associées (Norgard-Sumnicht et Varki, 1995). 
Ensuite, les épimérisations en C5 des acides glucuroniques par la C5-épimérase ont lieu 
pour donner des acides iduroniques (IdoA). La présence d’IdoA favorise alors la 2-O-
sulfatation de l’IdoA par la 2-O-sulfotransférase qui reconnaît de préférence ce motif.  Cette 
2-O-sulfatation est d’autant plus favorable à l’IdoA qu’elle bloque l’épimérisation. Il est 
d’ailleurs possible de trouver la 2-O-sulfotransférase sous forme de complexe avec la C5-
épimérase (Esko et Selleck, 2002). Cette sulfatation peut cependant avoir lieu parfois sur les 
GlcA (Rong et al., 2001). La famille des 6-O-sulfotransférases (6-OST) exerce ensuite son 
activité en permettant l’ajout d’un sulfate en position 6 de la GlcNS, voire de la GlcNAc. 
Quatre 6-OST ont été dénombrées : les 6-OST1, 2 et 3, plus une variante de la 2, appelée la 6-
OST2S. Dans quelques rares cas, un sulfate en position 3 de la GlcNS peut être ajouté par 
l’une des six 3-O-sulfotransférases (3-OST1, 2, 3A, 3B, 4, ou 5) (Kusche-Gullberg et 
Kjellen, 2003). L’HS-3-OST 3A semble avoir une activité accrue en présence de GalNH3+ 
(Liu et al., 1999). 
Toutes ces modifications permettent d’offrir à cette succession de disaccharides de 
composition très simple une grande hétérogénéité structurale. Cette hétérogénéité structurale 
va permettre à l’Hp, aux HS et aux GAGs de manière quasi-générale d’engager des 
interactions très spécifiques avec certains de leurs ligands. Les différentes 3-O-
sulfotransférases, même si leur activité est au fond similaire, sont par exemple capables 
d’offrir des profils de sulfatations spécifiques. En effet, la 3-OST-1 crée des séquences 
oligosaccharidiques plutôt favorables à une interaction avec l’antithrombine III alors que la 3-
OST-3 sera favorable à la création de séquences permettant l’interaction avec la protéine gD 
de l’enveloppe du virus de l’Herpès (Yabe et al., 2001).  
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Les modifications apportées aux HS se déroulent de la même manière que pour l’Hp. En 
revanche, les enzymes de modification n’agissent pas uniformément sur le polymère d’HS 
dans sa totalité. Des régions subiront donc plus de modifications que d’autres, cela va 
permettre de créer au sein des oligosaccharides d’HS une diversité structurale plus importante 
que chez l’Hp. Il est ainsi possible de trouver sur la même chaîne d’HS, des régions très 
sulfatées qui sont de type héparine et sont appelées les domaines NS (NS-domain) et ensuite 
des régions non modifiées, non sulfatées, appelées domaines NA (NA-domain). La succession 
de domaines NS et NA constitue des séquences appelées SAS (pour Sulfaté Acétylé Sulfaté) 
(Figure 2b). Du fait que les différentes O-sulfatations ne peuvent en général avoir lieu que sur 
des disaccharides N-sulfatés, ce sont en quelque sorte les NDST qui dessinent l’ébauche de 
l’organisation des domaines NS et NA sur les HS.  
 
Modifications des CS/DS 
 Les CS/DS ne subissent pas de N-déacétylation contrairement aux Hp/HS. En revanche, 
comme pour l’héparine, l’épimérisation en C5 d’un GlcA par une C5-épimérase spécifique 
donne un IdoA. Dès lors que sur une chaîne de CS un GlcA est épimérisé en IdoA, il sera 
question d’un GAG de type DS ou CS B. Trois familles différentes de sulfotransférases sont 
responsables des modifications des CS/DS : celles qui modifient les GalNAc en C4 ou en C6 
et celles qui modifient l’acide hexuronique en C2. 
Dans la famille des chondroïtine 4-O-sulfotransférases, trois enzymes, les C4ST1, 2 et 3 
agissent sur des disaccharides de type "CS" : GlcA-GalNAc et seule la C4ST1 est spécifique 
des GAGs de type "DS" : IdoA-GalNAc. Cette dernière agit immédiatement après 
l’épimérisation du GlcA, et la sulfatation qu’elle crée empêche l’épimérisation inverse 
(Silbert et Sugumaran, 2002). A l’image de ces deux enzymes, la C5-épimérase et la 2-O-
sulfotransférase qui se complexent pour permettre la modification des HS, il est peut être juste 
de penser que la C5-épimérase et les 4-O-sulfotransférases modifient les CS également en se 
complexant. 
Deux chondroïtine 6-O-sulfotransférases ont été pour l’instant identifiées : la C6ST et la 
C6ST-2. Elles agissent principalement dans des régions riches en GlcA pour ajouter un sulfate 
en position C6 des GalNAc. Une 6-O-sulfotransférase spécifique du dermatane sulfate 
(D6ST) a cependant été identifiée chez le bœuf et l’existence d’un homologue humain 
pourrait expliquer les rares séquences de IdoA-GalNAc(6S) retrouvées dans des cellules 
issues de cordons ombilicaux humains (Nadanaka et al., 1999). 
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Enfin, une seule hexuronyl CS/DS 2-O-sulfotransférase (CS/DS2ST) a été mise à jour 
pour l’instant. Elle est capable de sulfater aussi bien les GlcA que les IdoA. Cependant l’ajout 
de 2-O-sulfate sur les IdoA est bien plus fréquent lorsque la GalNAc est 4-O-sulfatée, et les 
quelques rares GlcA(2S) peuvent être créés dans le seul cas où la GalNAc adjacente est 
sulfatée en position 6 (Silbert et Sugumaran, 2002).  
 
Une nouvelle forme de modification des GAGs 
Un autre moyen d’affiner la composition structurale des GAGs a été récemment mis à 
jour. En effet, d’autres enzymes, les endosulfatases, qui agissent sur les cellules comme dans 
le milieu extracellulaire ont été découvertes (Ai et al., 2006). Elles devraient permettre de 
définir de manière encore plus fine le profil de sulfatation qui avait été défini lors de la 
synthèse dans l’appareil de Golgi. Ainsi, ces enzymes agissent sur les GAGs en supprimant 
certains sulfates et permettent de ce fait, de fonctionnaliser encore plus spécifiquement les 
chaînes oligosaccharidiques. 
Les endosulfatases sont, pour l’instant, toutes rassemblées dans la famille des Sulfs. La 
première d’entre elles à avoir été étudiée est la QSulf1 (Dhoot et al., 2001). La QSulf1 est une 
6-O-endosulfatase spécifique des HS qui agit sur des unités disaccharidiques du type IdoA2S-
GlcANS6S ou GlcA-GlcNS6S, mais pas sur des IdoA-GlcNS6S (Ai et al., 2003). Une 
seconde enzyme de la même famille (QSulf2) a récemment été identifiée et semble avoir les 
mêmes spécificités que son homologue QSulf1 (Ai et al., 2006). La dénomination QSulf de 
ces enzymes vient du fait qu’elles furent clonées à partir de cDNA de caille (Quail en 
anglais). Leurs homologues chez l’Homme sont les HSulf-1 et 2 (Ai et al., 2006 ; Uchimura et 
al., 2006).  
Récemment, Uchimura et ses collaborateurs ont montré qu’in vitro, les protéines VEGF, 
FGF-1, SDF-1 et SLC interagissaient bien moins avec de l’Hp préalablement traitée avec 
l’enzyme HSulf-2 alors que le FGF-2 se fixait de la même manière (Uchimura et al., 2006). 
La découverte de ces enzymes a été un élément important pour comprendre la spécificité de 
certaines interactions protéines-GAGs et par conséquent leurs fonctions. 
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2.4. La dégradation des GAGs 
 
2.4.1. Introduction 
 
Les GAGs sont présents à la surface de la plupart des cellules. Ils présentent une grande 
diversité de taille, de composition et de structure, ce qui leur permet d’exercer un éventail de 
fonctions diverses et variées. Leur structure est contrôlée et peut subir des modifications. Cela 
peut se traduire par des fragmentations partielles ou par une dégradation totale qui nécessite 
dans ce cas, un processus complet de recyclage des saccharides libérés. De ce fait, lorsque 
l’on parle de dégradation de GAGs, il est important de distinguer, d’un côté le remodelage 
fonctionnel des chaînes oligosaccharidiques (pour permettre une activité biologique précise), 
et de l’autre ce que l’on peut appeler recyclage ou "turnover" des GAGs. 
 
2.4.2. La dégradation des GAGs comme un moyen supplémentaire de régulation 
 
Comme nous venons de le voir, la biosynthèse des GAGs est complexe au regard du 
nombre important d’enzymes qui rentrent en jeu. Cela a l’avantage de réguler au mieux la 
structure de ces oligosaccharides et ainsi de multiplier les activités biologiques (portées par 
les GAGs) nécessaires à l’organisme dans un contexte normal ou pathologique.  
Un autre moyen de réguler les interactions entres les GAGs et les protéines de la matrice 
extracellulaire est la dégradation de ces mêmes chaînes oligosaccharidiques. La dégradation 
des GAGs est possible grâce à l’action d’hydrolases qui peuvent être soit des 
exoglycosidases, soit des endoglycosidases.  
Les endoglycosidases sont capables de couper les chaînes oligosaccharidiques tout au long 
de celles-ci, en sachant tout de même que la plupart de ces enzymes ont des séquences 
préférentielles de reconnaissance et de dégradation. Parmi les endoglycosidases, on distingue 
les kératanases (I et II), les hyaluronidases (I et II) et les héparanases. 
La famille des enzymes les plus étudiées à ce jour est sans doute celle des héparanases qui 
permettent la dégradation des HS. Trois héparanases ont été identifiées. La CTAP-III 
(connective tissue activating peptide III) qui est issue de la protéolyse d’une chimiokine 
exprimée lors d’un phénomène d’inflammation ou de cicatrisation (Proudfoot et al., 1997). 
L’héparanase Hpa 1 qui est exprimée dans le sous-endothélium (Dempsey et al., 2000) et 
surexprimée dans les cellules tumorales ou métastatiques d’un grand nombre de tissus 
(Vlodavsky et al., 1999 ; Hulett et al., 1999 ; Kussie et al., 1999). Et enfin l’héparanase Hpa 2 
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(McKenzie et al., 2000) qui ne serait pas exprimée dans les mêmes tissus que l’Hpa 1 mais 
dont la preuve de l’existence n’a pas pu être confirmée à ce jour, laissant donc perplexes de 
nombreux spécialistes. 
Un des premiers rôles attribués aux héparanases localisées à l’extérieur des cellules est le 
remodelage des membranes basales après une blessure, par exemple, ou aux sites 
d’inflammation, pour favoriser la migration leucocytaire (Hoogwerf et al., 1995 ; Parish et al., 
1998 ; Ircke et al., 1998 ; Dempsey et al., 2000). La dégradation des HS semblerait également 
jouer un rôle pour éviter l’agrégation de molécules de type β-amyloïde, avec les HSPGs, telle 
qu’elle est observée, en particulier chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Li et 
al., 1997). La fragmentation des HS dans les matrices extracellulaires, voire même dans les 
endosomes à l’intérieur des cellules, pourrait également faciliter le transport des protéines 
liées aux HS vers leurs sites d’action (Sperinde et Nugent, 1998 ; Tumova et al., 1999). Les 
HSPGs constituant une large "réserve" de facteurs de croissance, la dégradation des HS par 
l’Hpa peut permettre par un simple clivage, leur relargage, et par conséquent leur action à 
distance (Vlodavsky et al., 2006). 
Deux pistes de dégradation non enzymatique des GAGs ont été récemment mises à jour. 
La première est due à la myéloperoxidase (MPO), qui est une enzyme exprimée par les 
phagocytes activés et qui catalyse la production d’une espèce chimique réactive : l'acide 
hypochloreux (HOCl). Cet HOCl va générer des dérivés de GAGs N-chlorés, qui au cours 
d’une homolyse réductive seront fragmentés (Rees et Davies, 2006). La seconde dégradation 
du même type est induite par l’éosinophile peroxydase (EPO) et la MPO qui catalysent la 
production d’acide hypobromique (HOBr). Cet HOBr va générer des dérivées de GAGs N-
bromés qui vont se décomposer soit naturellement, soit en présence de Fe2+ ou Cu+ (Rees et 
al., 2007). 
 
2.4.3. Le recyclage ou turnover des GAGs 
 
Les PGs ou les chaînes oligosaccharidiques qui doivent être recyclés, sont internalisés 
dans les cellules au sein d’endosomes. Les endoglycosidases vont alors fragmenter les chaînes 
oligosaccharidiques ce qui va permettre notamment de dissocier les protéines encore liées aux 
GAGs, de faciliter la dépolymérisation complète et, également, de supprimer les GAGs des 
cores protéiques. Ceux-ci sont alors recyclés dans l’appareil de Golgi afin d’être ornés de 
nouveaux profils oligosaccharidiques (Edgren et al., 1997). Les endosomes peuvent ensuite 
fusionner avec les lysosomes au sein desquels la dépolymérisation complète des GAGs sera 
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Figure 5: Enzymes utilisées couramment en laboratoire pour couper les GAGs
A : Structure minimale d’HS pour que l’héparanase (produite chez l’homme) puisse couper entre une GlcA 
et une GlcNS. Les groupes nécessaires pour la reconnaissance du trisaccharide sont en rouge. L’affinité de 
l’enzyme pour cette séquence est meilleure lorsque R=SO3-
B : Les sites de coupures spécifiques des enzymes du type héparinase (non produites chez l’homme) vis-à-
vis de l’héparine ou des héparanes sulfates. Les héparinases coupent les liaisons glycosidiques α(1-4) entre 
la GlcA et un acide uronique (IdoA ou GluA). Plus spécifiquement, l’héparinase I coupe l’Hp et les HS sur 
la liaison entre une hexosamine et un acide uronique O-sulfaté. Cette enzyme coupe également le 
pentasaccharide spécifique de l’ATIII. L’héparinase II coupe les HS, et moins spécifiquement l’Hp sur la 
liaison entre une hexosamine et un acide uronique. L’héparinase III coupe la liaison entre l’hexosamine et 
l’acide glucuronique des HS. 
C : La chondroïtinase ABC coupent les chondroïtines sulfates A, B, ou C sur la liaison entre l’hexosamine et 
un acide uronique (iduronique ou glucuronique). La chondroitinase AC I catalyse l’élimination de la liaison 
entre une N-acétyl hexosamine et un acide glucuronique et non un acide iduronique. Elle est fonctionnelle 
sur les CS-B (DS). La chondroitinase AC II catalyse le clivage de la liaison entre une N-acétyl
galactosamine et un acide glucuronique, mais en revanche ne fonctionne pas sur le CS-B. La chondroïtinase 
B coupe par élimination les chaînes CS-B (DS) sur la liaison 1-4 entre les hexosamines et les acides 
iduroniques. Le 2-O-sulfate sur l’acide iduronique est favorable à l’action de cette enzyme.
Okada et al., 2002
A.L’héparanase
B : Les héparinases
Chondroïtinases
ABC, AC I ou AC II
Chondroïtinases
ABC ou B
C. Les chondroïtinases
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achevée grâce à une variété d’exoglycosidases agissant par l’extrémité non-réductrice des 
fragments oligosaccharidiques. Parmi les exoglycosidases, peuvent être nommées la β-
glucuronidase, l’α-L-iduronidase, la β-galactosidase, l’α-N-acétylglucosaminidase, et la β-N-
acétylhexosaminidase qui clivent de manière très spécifique les polysaccharides. 
Le recyclage des GAGs est un mécanisme essentiel dans la physiologie normale de la 
cellule. Ceci s’illustre notamment et malheureusement chez l’Homme lors de la 
mucopolysaccharidose (MPS). La MPS est une maladie génétique rare, autosomique et 
récessive qui se traduit par des manifestations pathologiques progressives dans la plupart des 
organes. Cette maladie est due à une anomalie du gène codant pour certaines enzymes 
lysosomiales. Les cellules sont alors incapables de produire l'enzyme ou la produisent en trop 
faible quantité et ne sont donc pas en mesure de cataboliser les chaînes de GAGs, qui 
s'accumulent pour provoquer finalement des lésions cellulaires, tissulaires et organiques 
irréversibles. Il existe au moins douze formes identifiées de la maladie selon la nature de 
l’enzyme déficiente. La plus connue est la MPS I, liée à l’absence de la α-L-Iduronidase 
(Ashworth et al., 2006). 
 
2.4.4. Les enzymes de dégradation utilisées au laboratoire 
 
Mises à part les enzymes naturellement exprimées chez les eucaryotes, d’autres enzymes 
capables de dégrader les GAGs ont été découvertes chez des bactéries. Celles-ci sont pour la 
plupart commercialisées puisque très utiles dans les expériences de caractérisation des GAGs 
et sont classées suivant leur spécificité d’action. Les hyaluronidases permettent ainsi de 
dégrader l’AH. Les héparinases I, II et III, ainsi que la K5 lyase sont utilisées pour dégrader 
les Hp et HS. Et finalement, les chondroïtinases ABC, ACI, ACII, B sont nécessaires pour la 
digestion des CS et DS. 
Ces enzymes reconnaissent des séquences oligosaccharidiques particulières (Figure 5). 
Cela permet, dans le cadre du laboratoire, de les utiliser pour isoler des sous-domaines 
structuraux dans les chaînes de GAG. 
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Collagènes XVIII et XV
Agrine
Bamacan
Famille du Perlecan
CS (3-7)Neurocan (env 136 kDa)
CS (1-3)Brévican (env. 100 kDa)
CSApoO
Unique chaîne de CSPG100 ou MCSF1
Unique chaîne de DSEndocan
CSBikunine
PG circulants
HS ou CSSerglycinePG intracellulaires
KSFibromoduline
KSLumican
DS ou CSBiglycan
DSDecorine
Principalement HSPerlécan
CS et KS (env. 100)Aggrécan (env. 220 kDa)
Principalement CS (10-30)Versican (265-370 kDa)
PG de la matrice extracellulaire
HS ou CSLes isoformes de CD44
Principalement HSBétaglycan
Principalement HSGlypicans
Principalement HS et CSSyndécans
PG membranaires
Type de GAGNOM
Figure 6: Classification des protéoglycannes (PGs) en fonction de leur 
localisation
Le tableau classifie de manière non exhaustive les PG qui peuvent être trouvés dans l’organisme. Leur 
localisation est indiqué ainsi que leur nom et la nature de leur(s) chaîne(s) glycanique(s). Dans 
certains cas des informations sur le poids moléculaire et le nombre de chaînes glycannique sont 
indiquées.
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3. LES CORES PROTEIQUES 
 
3.1. Introduction 
 
La partie protéique ou core protéique des protéoglycannes constitue la structure de base 
sur laquelle sont ajoutés les GAGs. Comme pour la majorité des protéines, l’expression des 
cores protéiques est régulée en fonction des besoins des cellules ou de leur environnement. Ils 
permettent, de par leur composition polypeptidique, l’initiation de la synthèse de GAGs qui 
leur sont spécifiques. D’une manière générale, ils guident la localisation spatio-temporelle des 
PGs. Les PGs sont généralement classés en quatre grandes familles : les PGs intracellulaires, 
les PGs membranaires (ou péri-cellulaires), extracellulaires et, depuis peu, les PGs circulants 
(Figure 6). 
 
3.2. Les protéoglycannes intracellulaires 
 
Le protéoglycanne intracellulaire le plus connu est la serglycine. La serglycine est dite 
intracellulaire car elle est majoritairement localisée dans des vésicules de type granules de 
sécrétion. Elle possède le plus petit core protéique (10 à 15 kDa) de tous les PGs identifiés. Il 
comporte ainsi huit séquences peptidiques de type Ser/Gly consécutives (chez l’Homme) sur 
lesquelles se lient en fonction du type cellulaire, des chaînes de CS, d’HS ou d’héparine. La 
serglycine a été localisée dans différents types de cellules telles que les cellules 
hématopoïétiques, les cellules endothéliales ou encore les cellules embryonnaires. Selon le 
type cellulaire, son expression est soit constitutive, soit induite. La fonction de la serglycine 
reste encore bien mal connue. Cependant grâce à ses chaînes de GAGs, elle pourrait être 
utilisée pour constituer une sorte de "réserve" de protéines telles que des cytokines, des 
facteurs de croissance ou même des protéases. Ces protéines sont ainsi protégées de toute 
protéolyse jusqu’au moment où leur sécrétion extracellulaire par les vésicules devient 
nécessaire (Schick et al., 2001 ; Schick et al., 2003 ; Humphries et al., 1999). 
La serglycine est le seul PG qui possède des chaînes d’Hp et ce, lorsqu’elle est exprimée 
dans les granules de sécrétions de mastocytes (Yurt et al., 1977). 
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Figure 7: Les transcripts et protéines issus de l’épissage alternatif du CD44 
a. Le CD44 est codé par un gène qui possède 20 exons dont 10 (appelés variant ou ‘’v’’) sont sensibles 
à l’épissage alternatif. Le plus petit isoforme de CD44 ou CD44 standard (CD44s) est exprimé de 
façon ubiquitaire alors que le variant le plus long est exprimé uniquement dans quelques tissus 
épithéliaux.
b. La structure du CD44s est comparée avec celle du plus long des isoformes. La différence entre les 
deux se fait uniquement au niveau de la ‘’tige’’ (stem) de la protéine.
c. Représentation du domaine N-terminal des isoformes de CD44. Ce domaine permet l’interaction 
avec l’acide hyaluronique (grâce aux a.a. 32-123).  Pour la stabilité de ce module, 6 cystéines 
formant 3 ponts disulfures semblent être primordiales pour le bon repliement du domaine et ce 
quelque soit les isoformes. A noter que chez tous les isoformes, une chaîne de chondroïtine 
sulfate peut être ancrée via ce domaine.
d. Le CD44s est composé de 46 a.a. Selon les isoformes il peut atteindre 381 a.a. comme dans le cas 
du CD44v1-10. L’unique site d’attachement d’une chaîne d’HS se trouve être sur un fragment 
protéique codé par l’exon V3 et ne sera donc pas présent sur tous les isoformes et notamment le 
CD44s.
e. Domaine cytoplasmique correspondant à la région C-terminale de la protéine. Ce domaine permet la 
fixation de protéines aux fonctions importantes dans l’organisation du cytosquelette et dans la 
signalisation. L’erzin, radixin moesin (ERM) se fixent par exemple aux a.a. 292-300. Les a.a. 331 et 
332 sont eux nécessaires à la distribution basolatérale dans les épithéliums polarisés.
(D’après Ponta et al., 2003)
Ponta et al., 2003
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3.3. Les protéoglycannes membranaires 
 
Il existe quatre grandes familles de PGs membranaires, le CD44, le bétaglycan, les 
glypicans et les syndécans. 
 
3.3.1. Le CD44 
Le core protéique du CD44 est une protéine transmembranaire de classe I. Le CD44 est 
impliqué dans de nombreux processus cellulaires tels que la différenciation, la mobilité, la 
croissance et la survie. Même s’il existe un seul gène codant pour le CD44, l’épissage 
alternatif des 20 exons qui le composent, permet de parler de la famille du CD44. Ainsi du 
plus petit isoforme à celui qui a subit le moins d’épissage, nous trouverons le CD44s, les 
CD44v5, v4-7, v8-10, v3-10 et v1-10 (Figure 7a) (Ponta et al., 2003). 
L’isoforme CD44 standard (CD44s) qui est celui exprimé dans la plupart des tissus, est 
composé de trois domaines. Le domaine C-terminal cytoplasmique de 70 acides aminés, le 
domaine transmembranaire (23 aa.) et la partie N-terminale qui est extracellulaire. Le 
domaine N-terminal peut être divisé en deux régions. Une première région située à l’extrémité 
(exons 1 à 5) qui est largement conservée entres les espèces, et une seconde (exons 6 à 10) 
proche de la membrane, bien moins conservée, où sont liées les chaînes de CS. Entre ces deux 
régions extracellulaires, les dix exons (v1 à v10) qui subissent un épissage différentiel, 
peuvent s’insérer entre les exons 5 et 6 (Figure 7a) (Martin et al., 2003). Certains de ces exons 
peuvent permettre le greffage de chaînes HS. 
La régulation et la localisation des CD44 ont été largement étudiées. Il est connu que les 
cytokines ont beaucoup d’influence sur le taux et le lieu d’expression du CD44. L’interféron 
gamma par exemple est capable de diminuer le taux d’expression dans les cellules tumorales 
de pancréas ou au contraire d’augmenter celui de CD44v10 dans les carcinomes du côlon 
(Ringel et al., 2001 ; Wimmenauer et al., 1999). 
Les CD44 sont exprimés dans une large gamme de cellules telles que les cellules 
hématopoïétiques (lymphocytes T, lymphocytes B, monocytes, granulocytes, érythrocytes), 
certaines cellules épithéliales (kératinocytes, chondrocytes, cellules mésothéliales), certaines 
cellules endothéliales et neurales. Les deux isoformes les plus représentés sont le CD44s 
exprimé principalement sur les cellules hématopoïétiques, les leucocytes et même les 
fibroblastes, et ensuite le CD44H, qui est lui, plutôt associé aux cellules épithéliales 
notamment en cours de division (Brown et al., 1991). Ces deux isoformes ont clairement des 
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fonctions différentes. Par exemple, le CD44s peut se fixer à l’AH et permettre l’infiltration 
lymphocytaire, alors que le CD44H ne le peut pas (Picker et al., 1989 ; Liao et al., 1993). 
Les CD44 ont de nombreuses fonctions, dont beaucoup sont encore connues de façon 
approximative. La première fonction qui lui a été attribuée et qui est bien sûr la plus évidente, 
est celle de récepteur de l’acide hyaluronique, justifiant ainsi l’appartenance des CD44 à la 
famille des hyaladérines (Toole, 1990).  
En tant que protéoglycanne, les CD44 qui possèdent les chaînes de CS sont capables de 
fixer des composants de la matrice extracellulaire comme le collagène ou la fibronectine. En 
revanche, le CD44v3 qui porte une chaîne d’HS peut fixer des facteurs de croissance de type 
FGF-2, HB-EGF (Bennett et al., 1995 ; Jackson et al., 1995) ou encore l’HGF/SF (Van der 
Voort et al., 1999). 
Les fonctions du CD44, trop nombreuses pour être toutes détaillées ici (récepteurs de 
molécules d’adhésion, régulateurs des signaux de transduction, etc.) peuvent être exercées 
aussi bien par la partie protéique que par les chaînes de GAGs (de type CS et parfois HS) 
voire par la coopération des deux, et ont été clairement détaillées dans les revues suivantes 
Ponta et al., (2003) et Martin et al., (2003). 
 
3.3.2. Le bétaglycan 
 
Le bétaglycan est un protéoglycanne transmembranaire de type I. Il a été découvert tout 
d’abord comme un récepteur du Transforming Growth Factor bêta (TGF-β) (Massagué, 1985) 
et a été appelé, récepteur TGF-β-type III au regard de la forte affinité de son core protéique 
pour le TGF-β. La partie extracellulaire du bétaglycan possède un domaine de type endogline 
(E-domaine) et un domaine de type uromoduline (U-domaine). L’inhibine A qui est une 
hormone folliculo-stimulante, est capable de se fixer avec une forte affinité sur le U-domaine 
alors que le TGF-β va lui interagir avec les deux domaines. Le bétaglycan est considéré dans 
le cas de l’inhibine A comme un co-récepteur (Bernard et al., 2002). Sur la majorité des 
cellules, le bétaglycan est le récepteur principal du TGF-β. L’une des fonctions associées à ce 
PG est de présenter le TGF-β au récepteur de type II par lesquel il transmet son signal (Wang 
et al., 1991). Les fonctions associées au GAGs (CS et HS) qui peuvent être présents sur le 
core protéique ne sont pas encore bien définies. 
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Figure 8: La famille des glypicans
A : Diagrammes montrant l’organisation des différents domaines des cores protéiques du glypican. 
La localisation des sites putatifs d’attachement des GAGs sont en orange. Les glypicans 1 à 6 sont 
ceux retrouvés chez l’homme, le dally etant l’homologue chez la drosophile. Le schéma montre la 
conservation des 14 cystéines réparties de la même façon pour tous les glypicans. Le dendrogramme 
suggère que le glypican-3 /-5 et le  glypican-4 /-6 forment des sous-familles (d’après Bernfield et 
al., 1999).
B : Représentation schématique des glypicans. Le core protéique est localisé totalement dans 
l’espace extracellulaire. Il possède plusieurs ponts disulfures qui permettent l’organisation de la 
partie protéique et en font un domaine globulaire compact. Les chaînes d’HS sont covalemment liées 
à des résidus sérines dans des régions consensus se trouvant non loin de la surface cellulaire. Le 
core protéique est lié à la membrane plasmique par le carboxyl c-terminal via une ancre GPI. Le 
composant ‘’glycan’’ de l’ancre GPI est une trimannose-glucosamine (d’après De Cat et David 2001).
A
B
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3.3.3. Les glypicans 
 
Les glypicans, initialement découverts chez la drosophile, (GPC1 à 6) sont une famille de 
six cores protéiques connus pour l’instant chez l’Homme, issus de gènes distincts. Ils sont 
membranaires grâce à leur liaison à une ancre lipidique de type glycosyl phosphatidyl inositol 
(GPI). Tous ont en commun i) une séquence signal à l’extrémité N-terminale qui va permettre 
la sécrétion, ii) une région d’environ 50 kDa qui contient un profil caractéristique de 14 
cystéines très conservées, iii) une région proche de la membrane plasmique composée de 
séquences d’attachement de GAGs de type Ser-Gly (2 à 4), iv) une extrémité C-terminale 
hydrophobe impliquée dans la liaison au GPI (Figure 8A et 9bis). La région comportant les 14 
résidus cystéines fortement conservée laisse penser qu’une partie de la protéine adopte une 
conformation qui doit être spécifique à la famille des glypicans, (importante par exemple pour 
des interactions de type protéine-protéine), riche en ponts disulfures et donc plutôt globulaire 
(Figure 8B et 9bis). Le domaine moins bien conservé proche de la membrane plasmique 
apporte sans doute la spécificité de chaque glypican et cela notamment pour la composition en 
chaînes oligosaccharidiques qui sont exclusivement des HS (De Cat et David, 2001), à 
l’exception du glypican-5 qui peut posséder des chondroïtines sulfates (Saunders et al., 1997). 
Il a été démontré par Chen et Lander (2001) que la sélectivité de la biosynthèse d’HS plutôt 
que de CS sur la partie protéique du glypican-1, est due à une séquence de la région globulaire 
du glypican, située à 70 aa des sites d’attachement des GAGs. 
La caractéristique essentielle qui définit ce type de protéoglycanne est l’ancre GPI. Cette 
dernière pourrait permettre la localisation préférentielle du glypican dans des microdomaines 
membranaires appelés rafts, et permettre par conséquent une fonction locale (Simmons et 
Toomre, 2000). A l’inverse, la localisation des glypicans en dehors de ces rafts serait 
défavorisée (Simmons et Toomre, 2000). Cependant, les rafts sont la plupart du temps 
localisés sur la surface apicale des cellules polarisées, alors que par exemple, le glypican-1 est 
décrit comme majoritairement présent à la surface basolatérale de cellules épithéliales. De 
manière intéressante, Mertens et al. (1996) ont montré que l’absence d’HS sur le glypican-1 
permettrait une localisation apicale de ce PG, alors que la présence de ces GAGs favoriserait 
sa localisation du côté basolatéral. Cette donnée est tout à fait importante pour la 
compréhension des fonctions des glypicans. En effet, comme l’ancre GPI favorise les 
phénomènes d’internalisation et de re-externalisation, l’action d’enzymes telle que 
l’héparanase pourrait influer sur la localisation du core protéique du glypican et ainsi
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Figure 9: Domaines fonctionnels des syndécans
La partie protéique des syndécans est hautement conservée entre les espèces et entre les membres de la 
famille au niveau de la région transmembranaire et du domaine cytoplasmique (C1, C2 et V-domain) ce qui 
implique des fonctions similaires associées à ces régions entre les différents membres de la famille. En 
revanche, l’ectodomaine est bien différent selon les syndécans, en particulier au niveau de sa taille et de 
sa séquence. 
(d’après Beauvais et Rapraeger 2004)
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participer aux phénomènes de trancytose (phénomène permettant à une molécule de traverser 
une cellule) (Mertens et al., 1996).  
L’ancre GPI se révèle également très importante pour le catabolisme ou "turnover" des 
glypicans. Grâce à elle, l’endocytose, le transport jusqu’aux lysosomes et la dégradation 
complète du PG ne prennent au total pas plus de trente minutes. Les glypicans peuvent être 
internalisés avec leurs ligands, pour en être ensuite séparés. Cela est un phénomène important 
dans l’internalisation ou le recyclage de protéines liant les HS. Par ailleurs, lorsque les 
glypicans sont internalisés, leur core protéique peut arborer de nouveaux types d’HS ayant 
une composition structurale différente. De cette manière, la cellule peut dans un contexte 
particulier internaliser plus spécifiquement et plus facilement certains types de protéines 
(revue de Bernfield et al., 1999). De Cat et David (2001) émettent l’hypothèse que les 
glypicans pourraient être sélectifs quant à la taille des ligands avec lesquels ils interagissent. 
Ils expliquent que la "tête globulaire" de large taille pourrait constituer une sorte de filtre ne 
laissant passer que les plus petites molécules, libres d’interagir avec les chaînes d’HS. 
D’une manière générale, les glypicans sont exprimés préférentiellement durant les phases 
de développement embryonnaire, et leurs niveaux d’expression varient en fonction du stade 
de développement et du  type cellulaire. Chez l’Homme, une mutation sur le gène codant pour 
le glypican-3 est responsable du syndrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) qui se 
manifeste par une croissance excessive dès la naissance (grosse langue, faciès grossier, 
anomalies rénales) (DeBaun et al., 1991). 
 
3.3.4. Les syndécans 
 
Les syndécans sont une famille de PG composée de quatre protéines qui sont nommées de 
syndécans 1 à 4 et qui sont issues de gènes distincts (Figure 9 et 9bis). Chaque syndécan est 
de nature transmembranaire, dite de type I et comporte : i) une région C-terminale 
intracellulaire fortement conservée, divisée en trois sous-régions qui sont les domaines C1 et 
C2 identiques chez tous les syndécans et le domaine V, variable selon le type de syndécan, 
qui se trouve donc entre les C1 et C2 ; ii) un domaine transmembranaire conservé ; iii) un 
domaine extracellulaire (encore appelé ectodomaine) qui est clairement la région la moins 
conservée entre tous les syndécans. Il comporte cependant des séquences consensus telles que 
les acides aminés Ser-Gly qui permettent l’attachement des GAGs, ou encore des domaines 
sensibles à la protéolyse ou d’autres permettant l’oligomérisation ; iv) une séquence signal en 
position N-terminale (Bernfield et al., 1999).  
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Les différences structurales entre les syndécans sont le résultat de variations dans le nombre, 
le type et la composition des chaînes de GAGs (Bernfield et al., 1999). Même si le nombre et 
le type de GAG sont en général spécifiques de chaque syndécan, la structure fine de la chaîne 
oligosaccharidique sera plutôt dépendante de la cellule et de son état d’activation plutôt que 
de la nature du core protéique du syndécan (Carey, 1997).  
Chaque syndécan possède des chaînes d’HS liées sur l’ectodomaine. Il est cependant assez 
fréquent que des chaînes de type CS soient greffées également sur le core protéique (Uéno et 
al., 2001). 
Selon le stade de développement embryonnaire ou encore les conditions physiologiques, 
les taux et les lieux d’expression des syndécans sont très variables. Cependant, chaque 
syndécan apparaît être préférentiellement exprimé dans certains types cellulaires. Le 
syndécan-1 sera par exemple trouvé sur les cellules épithéliales et les cellules circulantes 
malignes. Le syndécan-2 est présent sur les cellules endothéliales et les fibroblastes, alors que 
le syndécan-3 serait plutôt exprimé dans les cellules du système nerveux. Enfin le syndécan-4, 
moins sélectif, est exprimé sur la plupart des cellules (Götte, 2003). 
Les fonctions des syndécans semblent par ailleurs assez diversifiées. Ils représentent la 
forme majeure d’HSPG à la surface des cellules, et agissent comme co-récepteurs, afin de 
localiser, réguler, et activer bon nombre facteurs de croissance, de cytokines et de 
chimiokines. Cependant, les syndécans semblent impliqués dans d’autres processus 
biologiques. Dans certains cas, les syndécans s’oligomérisent, offrant une couverture en HS 
de la surface cellulaire plus importante (Bernfield et al., 1999). Ils peuvent également jouer le 
rôle d’un récepteur "classique" capable de transmettre un signal. Par exemple, la région 
cytoplasmique du syndécan-4 est capable de fixer le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
(PIP2) et d’activer une enzyme : la protéine kinase C alpha (PKCα). Cette région peut 
également interagir avec des protéines de signalisation ou de structures telles que CASK 
(Calcium/calmodulin dependent serine protein kinase), FAK (Focal Adhesion Kinase), la 
syndesmose et la paxilline. Ces interactions sont certainement liées (d’un point de vue de la 
co-localisation et de la signalisation) à la formation de complexes macromoléculaires incluant 
le syndécan-4, la fibronectine et les intégrines α5β1. Ce complexe semble nécessaire à la 
formation des plaques focales d’adhésion et au réarrangement de l’actine en fibres de stress. 
Les syndécans semblent donc étroitement impliqués dans les processus d’adhérence cellulaire 
(Beauvais et Rapraeger, 2004 ; Saoncella et al., 1998) et en partie dans l’organisation du 
cytosquelette (Yoneda et Couchman, 2003 ; Woods, 2001).  
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Figure 10: Domaines structuraux du collagène XVIII et de son domaine 
NC1/endostatine
a: Schéma de la chaîne α1 du collagène XVIII (La chaîne α1 du collagène XV étant 
structuralement homologue).  Ils appartiennent à la sous-famille de collagène dite des 
multiplexines du fait de leurs domaines en triple hélice (orange) interrompus par des 
séquences non-collagéniques. Ils contiennent un domaine N-terminal non-collagénique qui 
peut subir un épissage alternatif chez le collagène XVIII, et un domaine C-terminal (NC1) 
non collagénique. 
b: Le domaine NC1 du collagène XVIII contient trois sous-domaines distincts : un domaine 
de trimérisation impliqué dans l’assemblement non covalent de l’homotrimère (rouge); un 
domaine intermédiaire (vert) sensible à la protéolyse, et un domaine C-terminal au 
propriétés angiogéniques : l’endostatine (jaune). 
(d’après Iozzo 2005)
  57
L’ensemble de ces interactions protéine-protéine, la formation de complexes 
macromoléculaires, et de ces oligomérisations avec les molécules "charpentes" de la matrice 
extracellulaire et du milieu intracellulaire sont cependant encore mal comprises. De plus en 
plus d’indications viennent néanmoins suggérer que la formation de ces complexes est utile 
pour localiser les GAGs et par conséquent pour permettre l’action de protéines dont l’activité 
biologique est dépendante des GAGs. 
 
3.4. Les protéoglycannes extracellulaires 
 
3.4.1. Les protéoglycannes de la membrane basale 
 
3.4.1.1. Les collagènes XVIII et XV 
 
Sur l’ensemble des collagènes identifiés, cinq se trouvent être des protéoglycannes. Les 
collagènes de type IX, XII et  XIV appartiennent à la sous-famille de collagène dite FACIT 
(Fibril Associated Collagen with Interrupted Triples helix) localisés principalement dans les 
tissus conjonctifs et ornés pour la plupart de chaînes CS (Li et al., 2000). 
Les collagènes XVIII et XV quant à eux, sont également des molécules hybrides : à la fois 
collagène et protéoglycanne. Ils font partie de la sous-famille de collagènes des multiplexines. 
Leur structure est décrite sur la Figure 10. Le collagène XVIII porte préférentiellement des 
chaînes HS même si dans certains cas, in vitro, des chaînes de CS ont été identifiées (Dong et 
al., 2003). Le collagène XV se différencie de son homologue en portant des chaînes CS. Le 
collagène XVIII aurait des activités associées à certaines fonctions oculaires. En revanche, la 
déficience en collagène XV est associée plus facilement à des désordres cardiaques ou des 
muscles squelettiques (Iozzo, 2005). D’une manière générale, peu de choses sont connues sur 
l’utilité des chaînes de GAG des collagènes même si la régulation de l’activité de facteurs de 
croissance ou des phénomènes d’adhérence cellulaire peuvent être supposés, comme 
notamment dans la progression de la maladie d’Alzheimer (Van Horssen et al., 2002). 
 
3.4.1.2. L’agrine 
 
L’agrine est une protéine de plus de 2000 acides aminés qui comporte environ 400 kDa de 
glycosylation, principalement du côté N-terminal, dont trois chaînes d’HS ce qui la classe 
dans la famille des HSPGs (Tsen et al., 1995). Un épissage alternatif permet de donner 
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naissance à deux isoformes d’agrine dont l’un est une protéine transmembranaire de type II 
(TM-agrin) et l’autre est extracellulaire. Cette différence de localisation leur donne à chacune 
des fonctions très distinctes (Burgess et al., 2000). 
Dans les jonctions neuromusculaires, l’agrine permet le rassemblement des récepteurs à 
l’acétylcholine, (AChRs) grâce à la région C-terminale du core protéique et elle participe ainsi 
à la formation de l’appareil post-synaptique (Bezakova et al., 2003). Dans le cerveau et plus 
précisément dans le ganglion cervical supérieur, l’agrine est importante pour réguler la 
formation des synapses cholinergiques interneurales. Dans les synapses immunologiques, sur 
les lymphocytes T activés, l’agrine semble également être une des molécules responsables de 
l’agrégation de rafts contenant par exemple, des complexes CD3/T-cell récepteurs, complexes 
qui ne se forment que si l’agrine n’est pas glycosylée.  
Bezakova et ses collaborateurs proposent également que les glycosylations permettent de 
réguler les interactions protéine-protéine sur le core protéique, et pourraient ainsi influencer 
l’orientation des protéines impliquées dans la reconnaissance de type cellule-cellule comme 
dans le cas de l’agrine déglycosylée qui est impliquée dans l’activité des synapses 
immunologiques. Les glycosylations ont sans aucun doute une influence sur l’agrégation des 
AChRs (Bezakova et al., 2003). 
 
3.4.1.3. Le bamacan 
 
Historiquement, le bamacan (BAsment Membrane-Associated chondroitin protéoglyCAN) 
est le troisième PG des membranes basales à avoir été découvert, après le perlécan et l’agrine. 
A l’exception du collagène XV, le bamacan est le seul PG des membranes basales, connu 
jusqu’à présent pour posséder des chaînes CS. Son core protéique est constitué de cinq 
domaines où les GAGs peuvent être ajoutés sur les domaines II et V (Iozzo, 1998). 
Le bamacan est exprimé tardivement durant l’organogénèse. Il jouerait un rôle dans la 
stabilisation de la membrane basale. Sa distribution est fortement perturbée lorsque la stabilité 
de la membrane basale est compromise (Ehara et al., 1994). 
De façon surprenante, le bamacan est également une protéine intracellulaire de la famille 
des SMC3 (Structural Maintenance of Chromosome 3) (Ghiselli et al., 1999). Sa dérégulation 
semble être également étroitement liée à l’oncogenèse (Ghiselli et Iozzo, 2000). 
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3.4.1.4. La famille du perlécan 
 
Le perlécan tient son nom de son apparence semblable à un collier de perles lorsqu’il est 
observé en microscopie électronique. Cette protéine modulaire est l’une des plus grandes chez 
les vertébrés (800 kDa) et les invertébrés (470 kDa) (Iozzo, 2005). Le perlécan possède cinq  
domaines (Figure 11). Il fait partie de la famille des HSPGs car il comporte trois chaînes HS 
liées sur le domaine I et une autre potentiellement liée sur le domaine V. Sa composition 
modulaire lui permet d’interagir avec de nombreux autres partenaires protéiques. Par 
exemple, les domaines III et IV peuvent interagir avec un facteur de croissance tel que le 
FGF-7 (Mongiat et al., 2000). De nombreux autres exemples ont été décrits (revue dans Iozzo, 
2005). 
Le perlécan est un PG présent dans la membrane basale de la plupart des cellules 
endothéliales et épithéliales. Il peut également être associé à la surface cellulaire grâce à ses 
interactions avec les intégrines, et notamment l’α2β1 (Iozzo, 1984 ; Bix et Iozzo, 2005). Il est 
également exprimé dans des tissus non vascularisés tels que le cartilage et les tissus 
conjonctifs (SunarRaj et al., 1995 ; Melrose et al., 2004). 
Ainsi, chez les souris déficientes en perlécan (KO), la moitié des embryons ne survit pas 
alors que l’autre moitié possède de sévères anormalités au niveau du cartilage et du cerveau et 
décède de troubles respiratoires assez rapidement après leur naissance. 
En revanche, la suppression d’une région du gène de perlécan qui supprime l’attachement 
de deux des trois chaînes HS n’est pas fatale. Les souris ont cependant des yeux de taille 
réduite et une dégénération de leur système oculaire a été observée. 
Chez l’Homme, des mutations dans le gène HSPG2 codant pour le perlécan causent des 
désordres physiologiques. Par exemple, l’absence du perlécan déstabilise la matrice du 
cartilage à cause notamment de la mauvaise régulation des FGFs. Une délétion du domaine V 
du perlécan se traduit par le syndrome Schwartz-Jampel affectant les muscles et qui est lié à la 
non-dégradation de l’acétylcholine, normalement effectuée par le complexe composé de 
l’acétylcholinestérase, du perlécan, de l’agrine, de l’acétycholine récepteur et du MuSK 
(Muscle-specific receptor tyrosine kinase) (Iozzo, 2005). Pour en apprendre davantage sur les 
fonctions du perlécan il y a la revue récente de Knox et Whitelock (2006).   
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Figure 12: Représentation schématique des quatre membres 
de la famille des hyalectans
A l’intérieur d’un même protéoglycanne, sont mis en évidence, les 
différents domaines par les chiffres I, II et III. Ces domaines sont 
composés de modules : Ig pour les répétitions de type immunoglubuline, LP 
pour les modules de type ‘’link-protein’’, GAG pour les domaines constituant 
les sites d’ancrage pour les GAGs (α et β font valoir l’épissage alternatif), 
EG pour les modules ‘’EGF-like’’, Lectin pour les modules ‘’C-type lectin-like’’, 
CR pour le module protéique de ‘’Complement Regulatory’’, KS pour le 
module d’attachement des KS. 
(d’après Iozzo 1998)
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3.4.2. La famille des hyalectans 
 
Les protéoglycannes qui composent la famille des hyalectans (également nommée famille 
des lecticans) sont similaires par leur séquence peptidique et par les fonctions qui leur sont 
attribuées (Iozzo, 1998). Quatre protéines issues de gènes différents sont membres de cette 
famille, à savoir le versican, l’aggrécan, le neurocan et le brévican (Figure 12). Le terme 
"hyalectan" vient du fait que ce sont des protéoglycannes qui se lient à l’acide hyaluronique et 
aux lectines. Ils comportent trois domaines conservés : la région N-terminale (domaine I) qui 
va permettre les interactions avec l’AH ; un domaine central (domaine II) sur lequel les 
chaînes de GAGS sont ancrées ; et enfin la partie C-terminale (domaine III) qui interagit avec 
les lectines (Iozzo, 1998). Les hyalectans sont des CSPG. L’aggrécan possède également des 
GAGs de type KS dans un sous-domaine composé de séquences consensus hexapeptidiques 
(Heinegard et al., 1985). Le neurocan possède également des chaînes KS. En revanche, 
aucune chaîne d’HS n’a été décrite dans la littérature. Le nombre de sites d’ancrage des 
GAGs sur le domaine central est respectivement pour l’aggrécan, le versican, le neurocan et le 
brévican, d’environ 120, 20, 7 et 3 (Yamaguchi, 2000).  
 
3.4.2.1. Le versican 
 
Le versican est le membre le plus représenté de la famille des hyalectans. Il est composé 
de modules peptidiques. Son domaine I (N-terminal) contient un module Immunoglobuline 
suivi de deux modules de liaison ("link-protein") qui sont impliqués dans la liaison à l’acide 
hyaluronique. Le domaine II contient deux régions de fixation des GAGs : les domaines 
GAG-α et GAG-β codés par deux exons différents. Ils contiennent jusqu’à 30 séquences 
consensus permettant l’attachement des GAGs ainsi que d’autres sites de N- et O-
glycosylations (Iozzo, 1998). L’épissage alternatif de ce domaine II crée quatre variants 
possibles chez les versicans. Le plus répandu, V0, contient les deux domaines GAG-α et 
GAG-β, les trois autres contiennent soit le domaine GAG-β (V1), soit le domaine GAG-α 
(V2), soit aucun des deux (V3). Le domaine III, quant à lui, est composé de deux modules de 
type EGF suivi par un "C-type lectin domain" et enfin un module de type "complement 
regulatory protein" (Figure 12) (Iozzo, 1998). 
L’épissage alternatif semble avoir un rôle fonctionnel et permet une expression 
différentielle de chaque isoforme en fonction du type cellulaire. Les isoformes V0 et V1 par
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Figure 13: L’association de l’aggrécan et de l’acide hyaluronique   
A : Photo de microscopie électronique de l’agrégat formé entre une chaîne d’acide hyaluronique et 
plusieurs molécules d’aggrécan.
B : Dessin représentant une chaîne d’acide hyaluronique (bleu) sur laquelle, grâce à des protéines 
de liaison (boule noire), sont fixées de manière régulière, tout au long de la chaîne, des molécules 
d’aggrécan. 
(d’après http://anatomy.yonsei.ac.kr/slide/histo/C&B_2003.files/slide0050.htm)
A. B.
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exemple sont exprimés dans les fibroblastes, les chondrocytes, les hépatocytes, alors que les 
kératinocytes expriment uniquement l’isoforme V1 (Iozzo, 1998). 
Les fonctions des versicans sont diverses. Agrégés avec l’acide hyaluronique, ils 
permettent la rétention d’eau lors des processus de remodelage cellulaire (réparation après 
blessure ou inflammation) (Delehedde et al., 2001), ceci même si le nombre de chaînes de 
GAGS du versican est moins important que l’aggrécan. Une forte localisation de versicans a 
été observée dans les tissus en prolifération intense, notamment dans les zones riches en AH 
associées à l’inflammation (Bensadoun et al, 1997 ; Nara et al., 1997 ; Brown et al., 1999 ; 
Venkatesan et al., 2000 ; Johnson, 2001). D’une manière générale, la grande diversité 
fonctionnelle du versican est liée au fait qu’il interagit avec de nombreuses protéines de la 
matrice extracellulaire et de la surface cellulaire (Wu et al., 2005). Récemment, la 
surexpression du versican et de la décorine, qui sont tout deux des CSPG, a été associée à un 
mauvais pronostic dans le cancer du pancréas (Skandalis et al., 2006). L’absence d’expression 
du versican chez le rat (par la technique des RNAi) altère les cellules musculaires lisses 
(prolifération cellulaire et migration réduites) et permet sur ces cellules une intensification du 
phénotype lié à l’élastogénèse (augmentation du taux d’expression des protéines de 
l’élastogénèse) (Huang et al., 2006). 
 
3.4.2.2. L’aggrécan 
 
L’aggrécan est le plus volumineux de tous les PGs (Iozzo, 1998). La composition du corps 
protéique reste semblable à celle du versican à l’exception d’un domaine favorable à la 
fixation des chaînes KS (Figure 12). La région centrale (domaine II) peut comporter jusqu’à 
120 chaînes de CS qui ont une taille variable de 20 à 60 kDa (Iozzo, 1998). L’aggrécan est le 
PG majeur des cartilages, notamment du cartilage hyalin (essentiellement articulations). Cela 
n’exclut pas qu’il est également présent dans la matrice extracellulaire d’autres types de 
tissus. Dans les cartilages, son expression massive et sa forte affinité pour l’AH permettent de 
créer des complexes macromoléculaires anioniques de tailles très importantes, atteignant 
parfois 200 000 kDa et pouvant donc être perçus comme une agrégation, d’où le terme 
"aggrécan" qui a été donné à ce PG (Figure 13). Ces complexes macromoléculaires sont 
souvent stabilisés par des protéines qui font le lien entre deux molécules qu’on appelle les 
"link protein" ou protéines de liaison. On trouve parmi ces protéines, le TSG-6 et le CD44. La 
fonction de ces complexes macromoléculaires est principalement de conférer au cartilage les 
propriétés qui lui sont associées, à savoir une grande résistance au stress mécanique et une 
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KS (2-3 chaînes)
DS (2-3 chaînes)
KS (2-3 chaînes)
KS (2-3 chaînes)
KS (3-5 chaînes)
KS (3-4 chaînes)
KS (2-3 chaînes)
DS (2 chaînes)
DS (1 chaîne)
GAG (nombre de 
chaînes)
Particularité
(nb d’exons, 
nb de LRR,
région N-terminale
riche en cystéine)
NOM (Taille du core protéique)
CX2CXCX6COpticine/oculoglycan
6 LRRMimican/ostéoglycine (35 kDa)
7 exonsEpiphican/PG-Lb/DSPG3 (35 kDa)
Classe 
III
Ostéoadhérine/ostéomoduline
(42 kDa)
PRELP (44 kDa)
CX3CXCX9CKératocan (38 kDa)
10 LRRLumican (38 kDa)
3 exonsFibromoduline (42 kDa)Classe II
8 exonsAsporine
10 LRRBiglycan (40 kDa)
CX3CXCX6CDécorine (40 kDa)
Classe 
I 
Figure 14: Tableau de classification des SLRPs
Les SLRPs sont classées selon l’organisation de leur gène et l’homologie des membres à l’intérieur 
de cette famille. Dans la première colonne sont listées les trois classes de SLRP. Dans la seconde 
colonne sont présentés les PGs appartenant aux différentes classes avec le poids moléculaire de 
leur core protéique lorsqu’il est connu. La troisième colonne rend compte de la nature et du 
nombre de chaînes de GAGs qui sont liées au core protéique. Enfin la dernière colonne donnent 
des informations sur le nombre d’exons, le nombre de LRR (leucine-rich repeats) et les séquences 
à l’extrémité N-terminale riches en cystéines (C est une cystéine et X un autre acide aminée).
(d’après Iozzo, 1998 et Young et al., 2003)
  66
importante élasticité. Ces complexes polyanioniques sont en effet capables de retenir l’eau 
dans une proportion très importante et l’aggrécan peut ainsi créer un volume hydrodynamique 
mille fois supérieur à son propre volume (Roughley et al., 2006 ; Dudhia et al., 2005 ; 
Caterson et al., 2000 ; Iozzo, 1998). 
 
3.4.2.3. Le neurocan 
 
Le neurocan est le troisième membre de la famille des hyalectans à avoir été cloné (Rauch 
et al., 1992). Sa composition protéique est similaire à celle du versican à l’exception de son 
domaine II, qui est plus restreint et comporte en moyenne trois chaînes de CS. Cependant sept 
séquences consensus pour l’attachement des CS sont présentes (Figure 12). La taille moyenne 
de ces chaînes CS varie de 20 à 35 kDa. Ces chaînes de CS sont principalement sulfatées en 
position C4 sur la GalNAc. Cependant, la composition de ces chaînes peut être amenée à 
évoluer d’une manière très significative. Par exemple, chez le rat de sept jours, les CS du 
neurocan seront pour 20 % des CS 6-O-sulfatées (CS C) alors que chez le rat adulte, moins de 
3 % de CS C sont retrouvés (Rauch et al., 2001).  
De manière intéressante, le neurocan comme le brévican sont des PG retrouvés 
principalement dans le cerveau (Rauch et al., 2001). Le neurocan est capable, avec son 
domaine C-terminal, d’interagir avec des molécules d’adhésion neurale telles que les Ng-
CAM, N-CAM permettant une inhibition de la croissance neuritique et des interactions 
homophiliques créées par ces dernières. Sa localisation semble, dans certains cas, dictée par 
des interactions avec des molécules telles que la tenascine (-C ou -R) notamment via sa région 
N-terminale (Rauch et al., 2001). 
 
3.4.2.4. Le brévican 
 
Le brévican, du latin brevis (court) est le quatrième CSPG de la famille des hyalectans à 
avoir été découvert (Iozzo, 1998). Son nom est dû au fait que la région de fixation des GAGs 
sur le core protéique est courte (Figure 12). De ce fait, le brévican n’est capable de supporter 
que seulement une à trois chaînes oligosaccharidiques de type CS. Dans le cerveau humain, le 
brévican est le hyalectan le plus représenté. Le brévican existe soit sous une forme entière 
(145 kDa) laquelle possède des GAGs, soit sous une forme dégradée de façon protéolytique 
(80 kDa) qui ne possède plus les sites d’ancrage des CS. Ce phénomène de dégradation qui 
offre un core protéique ayant des fonctions différentes, se retrouve également chez l’aggrécan  
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Figure 15a: Organisation moléculaire de certaines SLRPs
Sur cette figure sont représentés de façon schématique les cores protéiques des SLRPs les plus 
étudiées. Bien que l’échelle ne soit pas respectée, cette figure permet de visualiser la 
localisation des sites de glycosylation, des LRR ainsi que des regroupements de cystéines le long 
de la partie protéique.
(D’après Yukiko Mochizuki, Tamayuki Shinomura, Koji Kimata (Aichi Medical University, Institute
for Molecular Science of Medicine))
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et cette coupure est dépendante des MMP (Matrix Metalloproteinase) (Yamaguchi, 1999). La 
forme tronquée du brévican devient plus abondante dans le stade tardif du développement 
embryonnaire. Chez le rat, en plus du brévican sécrété, un brévican lié aux membranes 
plasmiques via une ancre GPI, a été caractérisé (Figure 12) (Iozzo, 1998). 
 
3.4.3. La famille de protéoglycannes riches en leucine (SLRP) 
 
3.4.3.1. Introduction 
 
La famille des protéoglycannes riches en leucine appartient à la grande famille des SLRPs 
(Small Leucine-Rich Protein). Elle englobe les PGs de la matrice extracellulaire dont le core 
protéique, d’environ 40 kDa, est composé de séquences LRRs (Leucine Rich Repeats), 
délimitées de chaque côté par des regroupements de cystéines (Figure 14 a). Sur la base de 
leur organisation génomique et protéique, les SLRPs ont été classés en trois sous-classes 
dénommées tout simplement classe I, classe II et classe III (Figure 14). Dans la classe I, on 
trouvera pour les plus connus le biglycan, la décorine et l’asporine. La classe II est, elle, 
composée notamment du lumican, de la fibromuduline, du PRELP, du kératocan et de 
l’ostéoadherine/ostéomoduline. Enfin, la troisième classe inclut l’opticine, l’épiphycan et 
l’ostéoglycine (McEwan et al., 2006). 
Les homologies dans la composition générale de ces SLRPs sont importantes, cependant 
quelques différences sont observées. Dans la classe I, chez la décorine et le biglycan par 
exemple, un signal pro-peptidique juxtaposé à un signal peptidique a été identifié dans le 
domaine I (Figure 15 a). Il semble nécessaire à l’activité de la xylosyltransférase, laquelle 
permet l’initiation de la biosynthèse des GAGs (Sawhney et al. 1991 ; Oldberg et al., 1996 ; 
Hocking et al., 1996). Les SLRP de classe II ne possèdent pas ce signal pro-peptidique, mais 
semblent en revanche subir une dégradation protéolytique après la perte de leur signal 
peptidique, cela afin de devenir actifs. Cette différence est en corrélation avec la composition 
en GAGs de chacune des classes de SLRP. En effet, alors que le biglycan et la décorine 
possèdent des chaînes de CS, les PG de la classe II vont, d’une manière générale, être ornés 
de chaînes de KS ancrés sur des asparagines (Iozzo, 1998). Le domaine II (Figure 15 a) 
composé principalement d’une séquence consensus comportant des cystéines (Cx2-3CxCx6-9C) 
permet aussi de faire la distinction entre les 3 classes. En effet, les PGs de la classe I ont leurs 
Cys espacées par 3, 1, 9 résidus, ceux de la classe II par 3, 1, 9 et ceux de la classe III par 2, 1, 
6 résidus (McEwan et al., 2006). Les acides aminés présents entre les cystéines sont fortement  
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Figure 15b: Superposition des structures de la décorine et du biglycan
Sur cette figure sont superposés les atomes C-α du biglycan (vert) et ceux de la décorine 
(rouge). Une structure dimérique quasi-identique qui reflète l’homologie des deux molécules.
(D’après Scott et al., 2006)
Scott, P. G. et al. 
J. Biol. Chem. 2006 ; 281:13324-13332
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conservés par classe. Les éléments les plus conservés entre les classes sont bien sûr les 
séquences LRR de compositions LxxLxLxxNxLSxL, où L est une leucine, isoleucine ou 
valine, S est une sérine ou thréonine. Dix répétitions sont couramment observées, bien que 
chez les SLRP de classe III seulement six soient présentes (Iozzo, 1998). La région C-
terminale (domaine IV) des SLRP est caractérisée par au moins deux cystéines. Chez le 
biglycan, un pont disulfure a été identifié, créant une boucle qui permet l’interaction du 
biglycan avec le collagène. Cette interaction semble cruciale pour l’activité du biglycan dans 
le contrôle de la fibrillogénèse (Rada et al., 1996).  
La famille des SLRP ne cesse de s’agrandir. Aussi, les principales caractéristiques du 
biglycan, de la décorine, du lumican et de la fibromoduline seront uniquement détaillées ci-
après car ils sont les plus étudiés pour l’instant. Ils ont par ailleurs en commun la capacité de 
fixer le TGF-β (Transforming Growth Factor beta) et de jouer un rôle dans la régulation de la 
fibrilogenèse du collagène (Wadhwa et al., 2005). 
  
3.4.3.2. Le biglycan 
 
Le biglycan appartient à la classe I des SLRP. Il possède deux chaînes de CS ancrées du 
côté N-terminal. Comme cela a été observé pour la décorine, il se dimérise en solution grâce à 
ses LRR. Cette dimérisation permettrait de stabiliser la protéine (Scott et al., 2006) (Figure 
15b). 
La suppression, chez la souris, du gène codant pour le biglycan, a permis d’évaluer sa 
fonction. Young et al. ont ainsi montré (2003) que la perte de l’expression du biglycan chez la 
souris dont le gène a été inactivé permet d’observer une longueur d’os réduite ainsi qu’une 
masse et densité minérale plus faibles. Un processus d’ostéoarthrose encore plus flagrant a été 
observé chez une souris modifiée génétiquement pour ne pas exprimer à la fois le biglycan et 
la fibromoduline (Wadhwa et al., 2005a ; 2005b). 
Il est également connu que le biglycan aide à la formation des réseaux de collagène de 
type IV, préférentiellement grâce à son interaction avec ces derniers (Wiberg et al. 2002). 
Toujours dans le contexte de la matrice extracellulaire, le biglycan (au même titre que la 
décorine) se complexerait aux matrilines de type I, II ou III pour créer un lien entre les 
collagènes de type VI et l’aggrécan (Wiberg et al., 2003). Ce lien étroit avec l’aggrécan 
permet de rappeler que les aggrécanases 1 et 2, qui sont les enzymes responsables notamment 
de coupures protéolytiques dans la partie protéique de l’aggrécan, sont également capables de 
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couper le biglycan (et non pas la décorine) dans son domaine riche en LRR (Melching et al., 
2006). 
 
3.4.3.3. La décorine 
 
A l’image du biglycan son homologue, la décorine appartient aux PGs de la famille des 
SLRPs de classe I (Iozzo, 1998). C’est l’un des rares PGs à n’avoir qu’une seule chaîne de DS 
liée à son core protéique (Roughley, 2006). La décorine possède également trois sites de N-
glycosylation qui semblent nécessaires à la sécrétion extracellulaire (Seo et al., 2005). Stable 
sous forme dimérique, ce PG, membre le plus étudié des SLRP, exerce son activité aussi bien 
avec son corps protéique qu’avec sa chaîne de DS. Il permet de réguler la formation et la 
stabilisation des fibrilles de collagènes (Iozzo, 1998). Il est par ailleurs capable de constituer 
une sorte de réservoir pour le TGF-β (Kinsella et al., 2001 ; Kresse et al., 2001) et de moduler 
l’activité de ce facteur de croissance (Iozzo, 1998 ; Droguett et al., 2006). La décorine permet 
de contrôler le devenir de nombreux types cellulaires en interagissant par exemple avec des 
récepteurs de la famille des ErbB dans les cellules tumorales. Cette liaison serait en relation 
avec une réduction des métastases tumorales dans le cancer du sein (Santra et al., 2000 ; Reed 
et al. 2005). L’interaction de la décorine avec d’autres récepteurs du type tyrosine kinase a 
également été montrée, notamment avec l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Santra 
et al., 2002) ou avec l’IGFR (Insulin-like Growth Factor Receptor) sur les cellules 
endothéliales (Schönherr et al., 2005). De plus, la décorine semble jouer un rôle dans le 
contrôle de l’angiogenèse. Grant et coll. (2002) ont par exemple remarqué que l’ajout du PG 
pouvait in vivo affecter la croissance tumorale par l’inhibition de la croissance vasculaire. 
L’absence du gène codant pour la décorine chez la souris semble responsable d’une peau 
fragile et relâchée ainsi que d’un changement dans la morphologie des fibrilles de collagène 
(Corsi et al., 2002). 
 
3.4.3.4. Le lumican 
 
Le lumican appartient à la famille des SLRP de classe II (Iozzo, 1998). Il a la particularité 
d’être retrouvé soit sous la forme d’une glycoprotéine non sulfatée, soit sous la forme d’un 
protéoglycanne. Alors qu’une à deux chaînes de polylactosamines peuvent décorer la 
glycoprotéine de lumican, ce sont des KS (5 sites potentiels) qui ornent plus spécifiquement la 
forme "protéoglycanne" du lumican, le rangeant dans la catégorie des KSPG (Naito 2005). Ce 
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changement de modification post-traductionnelle semble jouer notamment un rôle dans la 
transparence de la cornée. Dans la cornée adulte, la forme "PG" est principalement présente 
alors que dans celle de l’embryon la forme "glycoprotéine" est toujours majoritaire (Cornuet 
et al. 1994). De plus, la suppression du gène codant pour le lumican chez la souris crée une 
opacification de la cornée et un relâchement de la peau, pouvant s’expliquer par une 
répartition et un assemblage non homogènes du collagène (Chakravarti et al., 1998). 
Le lumican est le PG majeur de la plupart des stromas (Iozzo, 1998). Il est parallèlement 
surexprimé principalement dans les régions de fibroses pathologiques par les cellules 
stromales dont les VSMCs (Vascular Smooth Muscle Cells). Sa faible expression dans les 
tumeurs du sein est souvent associée à un mauvais pronostic. Outre ses capacités à organiser 
les fibrilles de collagène et à rendre la cornée transparente, le lumican permet également de 
réguler l’expression d’un autre KSPG qui est le kératocan (Carlson et al., 2005). Ce 
mécanisme semble être nécessaire pour assurer un niveau suffisant d’expression de petits 
protéoglycannes utiles à l’organisation du collagène dans le stroma. 
 
3.4.3.5. La fibromoduline 
 
La fibromoduline est également un PG de la classe II dans la famille des SLRP (Iozzo, 
1998). Son domaine LRR peut comporter jusqu’à cinq chaînes de KS. On le retrouve 
principalement dans les tissus interstitiels, le cartilage, les tendons et aussi dans l’os en 
formation. L’inactivation du gène codant pour la fibromoduline n’entraîne, chez la souris, 
aucun trouble apparent majeur et la viabilité comme la fertilité de ces animaux mutants sont 
conservées (Svensson et al., 1999). L’organisation tissulaire du tendon d’Achille chez ces 
souris est cependant anormale, probablement à cause d’une modification de l’architecture des 
collagènes caractérisée par des fibrilles de diamètre nettement plus petit (Chakravarti, 2003). 
Cette nécessité de fibromoduline dans les tendons est confirmée par les travaux d’Ameye et 
al. (2002) qui observent une ossification des tendons ainsi que le développement 
d’ostéoarthrite chez des souris déficientes en fibromoduline.  
In vitro, la fibromoduline et le lumican ont le même site de fixation sur les fibres de 
collagènes de type I (Svensson et al., 2000). Ezura et al. (2000) suggèrent de ce fait que la 
fibromuduline occuperait, durant les phases avancées du développement, des fonctions 
comparables à celles du lumican dans le domaine de la fibrillogénèse lors des premières 
phases du développement chez la souris. 
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D’une manière générale pour le lumican et la fibromoduline, peu de rôles sont encore 
connus concernant la partie GAG de ces PGs. Les KS permettent probablement l’hydratation 
de la région cornéenne (même si la capacité d’hydratation de KS est plus faible que celle des 
DS). Les KS ont également sans aucun doute des fonctions sur le stroma puisque leur absence 
semble être en cause dans les désordres tels que la dystrophie cornéenne maculaire. Par 
ailleurs, il a été observé que les macrophages murins ne peuvent pas lier le lumican lorsqu’il 
possède des KS, alors qu’en leur absence, l’interaction devient possible. D’autres expériences 
ont alors suggéré des propriétés antiadhésives à ce type de GAGs (Funderburgh, 2000). 
 
3.4.4. Les protéoglycannes circulants 
 
3.4.4.1. Le PG-100 ou MCSF1  
 
La partie protéique (75 kDa) du PG-100 fait environ 106 kDa après l’ajout 
d’oligosaccharides sur deux asparagines et quelques O-glycosylations, d’où son nom de 
proteoglycan-100. A cela s’ajoute une unique chaîne de CS (Schwartz et al., 1990). Il est 
secrété principalement par les macrophages mais a également été retrouvé secrété par des 
lignées cellulaires d’ostéosarcome ou endothéliales. In vitro, son expression depuis une lignée 
endothéliale est régulée par différents facteurs. Par exemple, en réponse à du FGF-2 ou FGF-7 
et du TGF-β, la sécrétion du PG-100 est accrue. Cette observation n’est pas valable pour 
d’autres "petits" CSPG, tels que le biglycan et la décorine (Nelimarkka et al., 1997). Dans le 
cas du PG-100, la fonction attribuée à l’entité "protéoglycanne" dans sa totalité n’est pas 
claire dans la littérature. En effet, grâce à une recherche d’homologues par alignement de 
séquences d’ADNc, il a été démontré que le PG-100 a la même séquence protéique que la 
protéine connue sous le nom de MCSF-1 (Macrophage Colony Stimulating Factor). Le 
MCSF-1 est le principal régulateur de la survie, de la prolifération, et de la différenciation des 
phagocytes mononucléaires. Il joue un rôle important dans l’immunité innée, contre le cancer 
et les maladies liées à l’inflammation. Ses fonctions dans l’immunité et l’inflammation ont 
récemment fait l’objet d’une revue (Chitu et Stanley, 2006).  Partenheimer et coll. (1995) ont 
cependant mis en avant une fonction potentielle de la chaîne CS particulièrement intéressante. 
En effet, leurs travaux suggèrent que la partie CS du PG-100 aurait pour rôle de permettre le 
stockage de la protéine dans un environnement extracellulaire en inhibant son activité 
(activité CSF-1) lorsqu’elle n’est pas nécessaire. L’activité CSF-1 est, en effet, à priori issue
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Figure 16 a:  Représentation schématique 
de la structure de la bikunine
La chaîne polypeptidique est constituée par deux 
domaines de type Kunitz, reliés par un court peptide. 
Chaque acide aminé est représenté par un cercle et 
les sucres par un carré. On trouve lié au polypeptide 
une chaîne de chondroïtine sulfate ainsi qu’un N-
glycanne.
(D’après Fries et Blom, 2000)
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d’un fragment de dégradation du PG-100 de 50 kDa ne comportant pas la chaîne de GAG 
(Partenheimer et al., 1995). 
 
3.4.4.2. La bikunine 
 
L’UTI (Urinary Trypsin Inhibitor), l’ASTI (Acid Stable Trypsin Inhibitor), l’HI30, la 
migrine, l’urastine ou même l’ulinastatine se sont révélés n’être qu’un seul et même 
protéoglycanne : la bikunine. Ce PG tient son nom des deux domaines Kunitz qui constituent 
la majeure partie de la partie protéique. Le domaine de type Kunitz est structuralement bien 
caractérisé : c’est un polypeptide de 7 kDa qui possède trois ponts disulfures. Ce motif 
structural est défini comme un domaine inhibiteur de protéases. Le core protéique de la 
bikunine est composé, outre ces deux domaines, d’une séquence de 5 acides aminés faisant le 
lien entre eux, et de courtes séquences N- et C-terminales (Figure 16a). La structure 
cristallographique de la bikunine, dont les extrémités N- et C-terminales sont manquantes a pu 
être résolue (Xu et al., 1998 ; code pdb : 1BIK). 
L’unique chaîne de GAG de type CS qui fait de la bikunine un PG, se trouve être ancrée 
dans la région N-terminale de la protéine. Cette région du core protéique est sensible à la 
protéolyse. La chaîne de CS a été caractérisée comme plutôt courte (7 à 8 kDa) lorsque la 
bikunine est sécrétée par des hépatocytes de rat. D’autres études sur le PG "humain" ont 
montré que cette chaîne de GAG se trouve être uniquement sulfatée sur les cinq GalNAc les 
plus proches du core protéique (Fries et Blom, 2000). 
Une N-glycosylation d’environ 2 kDa s’ajoute à cet ensemble protéoglycannique. Ainsi 
avec un core protéique de 16 kDa, la bikunine dans son intégralité fait environ 25 kDa (pour 
un volume hydrodynamique de protéine globulaire de référence de 67 kDa). 
Depuis son mode d’expression jusqu’à sa présence dans le plasma, la bikunine est un PG 
complètement atypique. En effet, le core protéique est exprimé dans le réticulum 
endoplasmique sous forme d’un précurseur polypeptidique contenant à la fois le core 
protéique de la bikunine et l’α1-microglobuline. C’est sur ce précurseur que, dans l’appareil 
de Golgi, la chaîne CS est ajoutée sur la partie constituant la bikunine. Ensuite, une liaison 
covalente va avoir lieu entre la chaîne CS et un ou deux polypeptides appelés respectivement 
chaîne lourde 3 ou 1 et 2 ("heavy chain"). Cette liaison covalente a lieu par estérification entre 
le carbone-α de l’acide aminé C-terminal de la chaîne lourde et un résidu non sulfaté de 
GalNAc (Figure 16b). Cette liaison peu courante chez les GAGs, permettrait, dans des 
vésicules de sécrétion, la protéolyse du précurseur créant ainsi la séparation et la libération 
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Figure 16 b: Le pré-α-inhibiteur et l’inter-
α-inhibiteur
A : Représentation schématique des deux protéines 
duplasma liées à la bikunine : pre- et inter-α-inhibiteur. 
Dans ces protéines, un ou deux polypeptides de 75 ou 
155 kDa, appelés ‘’heavy chain 3’’ ou ‘’heavy chain 1 et 2’’
(en gris), sont liés covalemment à la chaîne de 
chondroïtine sulfate de la bikunine (en noir). Plus de 
90% de la bikunine présente dans le plasma est ainsi 
complexée.
B : Structure chimique de la liaison entre les ‘’heavy
chains’’ et la chaîne de chondroïtine sulfate de la 
bikunine. Le carbone alpha de l’acide aminé C-terminale
de la ‘’heavy chain’’ est covalemment attaché via une 
liaison ester à un résidus GalNAc non sulfaté de la 
chaîne de CS.
(D’après Fries et Blom, 2000)
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dans le sang, de l’ α1-microglobulin et de la bikunine (Fries et Blom, 2000). Cette dernière 
semble être dans 90 % des cas, liée avec la ou les chaînes lourdes pour former un complexe 
respectivement dénommé : pre-α-inhibitor (complexe avec la "heavy chain" 3) ou inter-α-
inhibitor (complexe avec les "heavy chain" 1 et 2). La forme inter-α-inhibitor est la forme la 
plus représentée chez l’Homme (Figure 16c). 
Des expériences ont montré, par RT-PCR, que la bikunine était exprimée dans les reins, 
l’intestin, l’estomac, le pancréas et le foie. De même, par immunohistochimie, la bikunine a 
été observée dans le foie, les reins, la peau, la vésicule billiaire, le côlon, l’appendice et aussi 
le cerveau. Dans le plasma, ce PG circulant est à 90 % sous forme de complexe protéique, à 
une concentration de l’ordre de 4-7 µM. Dans l’urine, il est détecté sous forme non complexée 
à environ 0,005 µM. Sa demi-vie sous forme non complexée dans le sang est de l’ordre de 4 à 
30 minutes et sa présence dans l’urine semble due à une réabsorption non complète. En 
revanche, le taux de bikunine dans les urines apparaît bien plus élevé dans des pathologies 
telles que les pneumonies, l’arthrite rhumatoïde ou encore dans le cas de cancers. De plus, il a 
été révélé que le taux de bikunine non complexée dans le plasma augmente dans des 
conditions inflammatoires (Fries et Blom, 2000). 
Les fonctions de la bikunine décrites pour l’instant sont certes nombreuses mais restent 
floues. Il est connu qu’elle est capable d’inhiber des protéases telles que la trypsine, la 
chimotrypsine, l’élastase granulocytaire, la plasmine, la cathepsine G et l’acrosine. De plus, in 
vivo et in vitro, la bikunine peut inhiber le processus de métastase de cellules tumorales, 
certainement en inhibant la plasmine membranaire. Aussi, la mise en présence de TSG-6 et 
d’inter-α-inhibitor permettait le relargage d’une des chaînes lourdes pour laisser place à une 
liaison covalente entre les TSG-6 et la chaîne CS de la bikunine. Cela augmente l’inhibition 
de la plasmine par la bikunine et pourrait constituer une explication de l’effet anti-
inflammatoire de l’inter-α-inhibitor lors d’injections intraveineuses. La bikunine est 
également capable d’inhiber la stimulation des neutrophiles par les LPS (Fries et Blom, 2000). 
Récemment, le complexe inter-α-inhibitor (IαI) semble avoir révélé quelques secrets sur 
la bikunine. En effet, présent dans le sang, l’IαI va atteindre les matrices riches en AH ; un 
phénomène de transestérification va permettre la libération des chaînes lourdes (jusque là 
liées à la bikunine) pour les ancrer de façon covalente sur l’AH créant ainsi le complexe 
SHAP-HA (Serum Derived Hyaluronan Associated Protein - Hyaluronic Acid). Ce complexe 
permet la stabilisation des matrices extracellulaires riches en AH. Il semble également jouer
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Figure 16 c: Biosynthèse de la bikunine et de la protéine 
pre-α-inhibitor contenant la bikunine
La bikunine est issu d’un précurseur qui est lié à l’α1-microglobuline. Ce 
précurseur acquiert une chaîne de CS dans l’appareil de Golgi. La liaison 
entre la chaîne de CS et les ‘’heavy chains’’ peut alors avoir lieu. Cette 
réaction semble médiée par le pro-peptide C-terminal de la ‘’heavy
chain’’. Lorsque cette entité atteint les vésicules de sécrétion, l’α1-
microglobuline mature est relarguée et laisse seul le pre-α-inhibiteur.
Finalement, les deux protéines sont libérées dans le courant 
circulatoire, la bikunine étant la plupart du temps complexée à la ‘’heavy
chain’’ (sous forme de pre-α-inhibitor).
(D’après Fries et Blom, 2000)
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un rôle dans l’arthrite rhumatoïde ou la maladie de Crohn, notamment dans le recrutement des 
leucocytes (Zhuo et al., 2004). 
Dans le même temps, il a été confirmé que la bikunine est capable de bloquer l’induction 
du TNFα par les LPS dans les macrophages de façon dose dépendante et ainsi de bloquer 
l’expression de l’interleukine-1β et -6 (IL-1β et IL-6) (Matsuzaki et al., 2004). De plus, la 
bikunine permet in vivo la survie de souris pourtant traitées avec une dose létale de LPS. Tout 
cela permet de penser que ce PG est un candidat potentiel pour un traitement anti-
inflammatoire notamment, par exemple, dans le cas du choc septique. 
La bikunine inhibe l’invasion tumorale et le phénomène de métastase. Son efficacité in 
vivo comme agent thérapeutique a été testée chez la souris. Pour les doses les plus importantes 
administrées, les tumeurs décroissent de 40 % (Kobayashi et al., 2004). La même équipe a 
également développé des anticorps anti-bikunine qui pourraient être des outils de diagnostic 
notamment dans le cas du cancer des ovaires. Ils ont en effet montré que le taux élevé de 
bikunine dans le plasma révélait de bons pronostics dans ce type de cancer (Matsuzaki et al., 
2005). 
3.4.4.3. L’apolipoprotéine O 
 
Récemment, dans des modèles d’obésités, une apolipoprotéine surexprimée dans le cœur a 
été identifiée. Pour la première fois, une apolipoprotéine a été caractérisée comme appartenant 
à la famille des protéoglycannes. En effet, un traitement à la chondroïtinase a permis de 
montrer qu’elle possède une ou plusieurs chaînes de CS. Dans la continuité du classement 
(par ordre alphabétique) des membres de cette famille de protéines, elle a été nommée 
apolipoprotéine O ou apoO. L’apoO possède un core protéique de 198 acides aminés dans 
lesquels est inclu un "peptide signal" de 23 acides aminés. Un traitement à la Naringenine ou 
au CP-346086 indique que la sécrétion d’apoO requiert l’activité de la protéine responsable 
du transfert des triglycérides microsomaux. Le gène d’apoO est surexprimé dans le cœur des 
diabétiques. De plus, l’apoO induit l’efflux de cholestérol depuis les macrophages, et il est 
possible que ce PG tout à fait récent soit impliqué dans des mécanismes de protection du 
myocarde contre l’accumulation de lipides (Lamant et al., 2006). 
 
3.4.4.4. L’endocan 
 
Les caractéristiques et fonctions d’endocan ne seront pas détaillées dans cette partie 
puisque le chapitre suivant lui est entièrement consacré. 
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CHAPITRE II :  
L’ENDOCAN, UN PROTEOGLYCANNE 
ATYPIQUE ET MYSTERIEUX 
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Figure 17: Représentation schématique des caractéristiques d’endocan
L’endocan est représenté avec son peptide signal hydrophobique (noir) et les exons 1, 2 et 3. 
A : Sur cette figure, sont mis en évidence, la région N-terminale riche en cystéines (18 cystéines
pour 110 acides aminés), la région potentielle EGF-like (a.a. 46 à 90), la région riche en phénylalanine 
(F115-116) et le site de O-glycosylation sur la sérine 137 sur laquelle l’unique chaîne de DS peut se 
lier. 
B : Cette figure met en valeur différents sites potentiels de modifications post-traductionnelles 
tels que 3 sites de type PKC, un unique site de N-myristoylation et les 5 sites de CK2 (Casein Kinase 
II) 
(d’après Sarrazin et al., 2006) 
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1. INTRODUCTION 
 
L’endocan ou ESM-1 (pour Endothelial Cell-Specific Molecule 1) fait partie des 
protéoglycannes à dermatane sulfate. Il ne contient qu’une seule chaîne de DS (Lassalle et al., 
1996 ; Béchard et al., 2001a ; Béchard et al., 2001b). Sa découverte s’est faite dans le 
laboratoire de Philippe Lassalle, à l’Institut Pasteur de Lille, au cours d’une étude dont le but 
était initialement d’isoler, par criblage d’une banque d’ADNc d’HUVEC, un auto antigène de 
55 kDa potentiellement impliqué dans une forme d’asthme sévère (Lassalle et al., 1996).  
Par ailleurs, l’endocan a également la particularité d’être un PG circulant. Il a été retrouvé 
dans les sites d’inflammation ainsi que dans un environnement tumoral. Comme il a été décrit 
dans le chapitre précédent, les PGs que ce soit via leur core protéique ou via leurs chaînes de 
GAGs sont souvent d’importants modulateurs des protéines, capables de contrôler les 
événements inflammatoires ou tumoraux. Des études récentes ont montré que le taux 
d’endocan circulant augmente significativement chez les patients atteints de cancer ainsi que 
ceux présentant un sepsis (Béchard et al., 2000 ; Scherpereel et al., 2003 ; 2006). Plusieurs des 
indications laissent donc penser que l’endocan pourrait avoir un rôle important dans ces 
pathologies.  
Ce "jeune" protéoglycanne d’une dizaine d’années est encore mal connu. Nous allons faire 
le point sur l’ensemble des données qui le concernent et, ainsi, offrir un maximum d’éléments 
nécessaires pour appréhender au mieux ses fonctions potentielles. 
 
2. DU GENE AU PROTEOGLYCANNE 
 
2.1. Organisation génomique  
 
L’endocan ou ESM-1 a été cloné à partir d’une banque d’ADNc de cellules endothéliales 
humaines (HUVECs) en 1996 par l’équipe de Philippe Lassalle (U416, INSERM, Institut 
Pasteur de Lille) (Lassalle et al., 1996). La partie protéique de l’endocan est le produit d’un 
seul gène esm1, localisé sur la partie proximale du bras long du chromosome 5 (5q11.2). Ce 
gène esm1, qui s’étale sur 12 kb, est composé de trois exons séparés par deux introns 
(Béchard et al., 2001a). Les exons 1, 2 et 3 comptent respectivement 362, 150, et 1560 paires 
de bases. L’exon 1 et une partie de l’exon 2 codent pour la région N-terminale de l’endocan 
(110 premiers acides aminés) riche en cystéines (18 Cys) (Figure 17). L’exon 2 code 
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également pour un domaine riche en phénylalanines (113FPFFQY118) qui semble important 
pour l’activité de l’endocan (Scherpereel et al., 2003). Enfin, le plus grand de tous, l’exon 3, 
code pour un court domaine C-terminal de 33 paires de bases (à cause d’un codon stop dans 
l’exon). Cette région C-terminale porte sur la sérine 137, la O-glycosylation responsable de 
l’ancrage d’une chaîne unique de dermatane sulfate (Figure 17) (Béchard et al., 2001a). 
L’ADNc d’endocan de 2006 pb contient un cadre fermé de lecture de 552 nucléotides 
débutant par un codon d’initiation ATG au sein d’une séquence consensus Kozak 
(AAC+1ATGA). L’analyse de l’ADNc d’endocan a mis en évidence outre les 552 pb qui 
permettent de dicter la traduction des 184 acides aminés d’endocan, une large séquence 3’-
UTR (untranslated region) qui contient une série de AREs (AU-rich elements). Ce genre 
d’élément est assez fréquent chez les ARNm de cytokines et d’oncogènes. En général, les 
AREs sont reconnus comme des éléments cis qui affectent la stabilité des ARNm et qui 
peuvent être régulés par la MAP Kinase p38 (Mitogen Activated Protein Kinase p38) (Chen et 
Shyu, 1995 ; Frevel et al., 2003 ; Shaw et Kamen, 1986) ce qui signifie que l’ARNm 
d’endocan pourrait être instable. La région 3’-UTR contient également cinq sites potentiels de 
polyadénylation, seul le dernier est considéré comme fonctionnel (Lassalle et al., 1996). 
Le promoteur de l’endocan humain a été cloné et séquencé par Tsai et al. (2002). Il est 
composé de 3888 pb (côté 5’ du gène esm1 bien sur) et contient les boîtes CAAT, GC et 
TATA (-39TATAAAA) caractéristiques (Tsai et al., 2002). Certains HSPGs tels que le 
perlécan ou certains CS/DSPGs comme le biglycan, ne possèdent pas de TATA box 
(Bernfield et al., 1999). Le promoteur de l’endocan contient également plusieurs sites 
potentiels de fixation pour les facteurs de transcription tels que trois motifs Ets (-77 à -74, -63 
à -60 et +16 à +19), un élément CRE-like (cAMP Response Element) (-68 à -62) (qui possède 
6 nucléotides sur les 8 que compte une séquence consensus CRE) et une séquence 
palindromique de 6 pb (-58GCATGC-53). Une étude de ces séquences par mutagenèse a montré 
que les motifs Ets-binding (-77 à -74) et CRE-like (-68 à -62) doivent être notamment 
responsables du taux élevé d’expression d’endocan dans les cellules endothéliales. Par la 
méthode de l’empreinte ("footprinting") sur l’ADN du promoteur dans son intégralité, il a 
également été montré que le second site Ets (-63 à -60) et la séquence palindromique peuvent 
inhiber l’expression de l’endocan et ainsi être utilisés comme des répresseurs transcriptionnels 
(Tsai et al., 2002). De manière intéressante, les facteurs Ets-1 sont capables de réguler 
l’expression de plusieurs facteurs angiogéniques et autres facteurs responsables du 
remodelage de la matrice extracellulaire, notamment impliqués dans l’invasion tissulaire 
(Oikawa et Yamada, 2003). Les sites de fixation de type Ets pour les facteurs de transcription 
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sont retrouvés, par exemple, dans les promoteurs des protéines telles que les 
metalloprotéinases, enzymes responsables de la dégradation de certaines protéines de la 
matrice. De plus, ces sites de fixation Ets sont nécessaires pour l’activité maximale de 
molécules impliquées dans l’angiogenèse telles que Flt-1, Tie-1, Tie-2 et la cadhérine de 
l’endothélium vasculaire (Wakiya et al., 1996 ; Gory et al., 1998). Récemment, il a d’ailleurs 
été démontré que la protéine Hhex, un répresseur de l’expression de plusieurs gènes impliqués 
dans l’angiogenèse (VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/KDR/Flk-1, Tie-1, Tie-2, neurophiline-1), est 
aussi un répresseur de l’endocan 8828 (Cong et al., 2006). Le promoteur du gène ESM-1 
contient 10 séquences putatives de liaison de Hhex, dont la plus importante dans le contrôle 
de l’expression d’endocan semble située en 5’ entre -8835 et -8828 (Cong et al., 2006). Parmi 
les autres séquences consensus dans le promoteur de l’endocan, trois motifs GATA, trois 
motifs AP4, deux motifs AP1, et un site NF1 ont été identifiés (Tsai et al., 2002). 
 
2.2. Contrôle transcriptionnel d’endocan 
 
L’ARNm d’endocan est exprimé préférentiellement par l’endothélium (Lassalle et al., 
1996) et son expression est constitutive (Nasu et al., 1999). La région -81 à +58 du promoteur 
et, plus particulièrement, le premier motif Ets (-77) et le motif CRE-like (-68), portent cette 
spécificité d’expression (Tsai et al., 2002). Ces deux motifs sont également retrouvés dans les 
promoteurs de gènes spécifiques de l’endothélium tels que le eNOS, l’ICAM-2 ou le  
VEGFR-1. Cependant, l’expression endothéliale d’endocan est plus forte et semble plus 
spécifique d’endocan que pour eNOS et l’ICAM-2 (Tsai et al., 2002). 
L’ARNm d’endocan a été originellement décrit comme étant spécifique du poumon et du 
rein (Lassalle et al., 1996). Aucune expression n’avait pu être détectée dans le cœur, le 
cerveau, le placenta et le pancréas, qui sont pourtant des organes hautement vascularisés 
(Lassalle et al., 1996). Récemment, l’expression d’endocan à des niveaux beaucoup plus 
faibles que dans le poumon et le rein, a été mise en évidence dans des adipocytes isolés, des 
extraits de testicules, d’intestins grêles et de rates, ainsi que dans des cellules issues de 
glioblastome (Aitkenhead et al., 2002 ; Wellner et al., 2003 ; Janke et al., 2006 ; Adam et al., 
en préparation). Alors que par Northern Blot, un seul ARNm d’endocan avait été observé 
chez des cellules HUVEC, les RT-PCR réalisées par Aitkenhead et al. (2003) révèlent 
l’existence d’un épissage alternatif d’endocan. Des observations similaires ont été également 
faites par le groupe de Lassalle, notamment par Western Blot et par RT-PCR (Grigoriu et al., 
2006). Ce phénomène de régulation génétique chez les eucaryotes supérieurs est couramment 
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utilisé et concerne bon nombre de PGs tels que les hyalectans (versican, aggrécan, brévican) 
ou encore les PGs de type SLRPs (tels que la décorine et le biglycan) (Timar et al., 2002 ; 
Iozzo 1998 ; Prydz et Dalen, 2000). L’épissage alternatif peut être considéré comme l’un des 
modes principal de régulation de l’activité biologique des protéines (Brinkman, 2004), et 
encore plus significativement chez les PGs en permettant de moduler leurs profils de 
glycosylation. L’exemple des différents isoformes du CD44 qui a été décrit dans le chapitre 
sur les PGs en est ainsi une belle illustration.  
La transcription du gène d’endocan est également sous le contrôle de nombreux facteurs. 
En effet, in vitro, il a été montré que des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα 
(Tumor Necrosis Factor) et l’interleukine 1 (IL-1) sont capables de façon dose dépendante,  
d’augmenter la quantité d’ARNm d’endocan dans les HUVECs (Lassalle et al., 1996). 
L’IFNγ, un autre médiateur inflammatoire, ainsi que l’IL-4 n’ont pas d’effet sur le taux 
d’ARNm d’endocan seul. En revanche, l’IFNγ est capable de rendre nulle l’augmentation de 
la quantité d’ARNm induite par le TNFα sur des cellules endothéliales (Lassalle et al., 1996). 
Le TGF-β1 (et non le TGF-β2) a également été caractérisé comme inducteur de l’expression 
de l’ARNm d’endocan (Kirwan et al., 2005 ; Zhao et al., 2004). Cette information coïncide 
avec le motif Smad3/Runx2 identifié dans le promoteur qui répond au TGF-β1. 
L’augmentation du taux d’ARNm d’endocan dans des adipocytes a également été observée 
après un traitement avec l’acide rétinoïque ou le PMA (ester de phorbol). Cette stimulation 
semble emprunter la voie PKC, activant ainsi le facteur de transcription AP-1 qui a deux sites 
de liaison dans le promoteur d’endocan (Wellner et al., 2003). Un autre exemple avec 
l’enzyme lipoprotéine lipase (LPL) (responsable de l’hydrolyse les lipoprotéines circulantes 
riches en triglycérides), qui, par l’activation de HuR (protéine qui se fixe sur les séquences 
ARE et stabilise les ARNm), permet, entre autre, une augmentation de la quantité d’ARNm 
d’endocan dans des cellules endothéliales (Tschernatsch et al., 2006). Récemment, une étude 
a montré que deux hormones, l’hydrocortisone et l’insuline, diminuent l’expression de 
l’ARNm d’endocan dans les adipocytes. En revanche, de manière intéressante, l’IL-6 et le 
TNF-α ne modifient pas l’expression de l’ARNm d’endocan dans ce type cellulaire (Janke et 
al., 2006). D’autres molécules impliquées dans la croissance et surtout l’angiogenèse 
semblent également avoir une influence sur l’expression du gène d’endocan. En effet, le 
HGF/SF, le VEGF ou la combinaison de ces deux molécules augmentent très 
significativement le taux d’ARNm d’endocan dans les HUVECs et, cela, dès 24 heures après 
le traitement (Gerritsen et al., 2003 ; Rennel et al., 2007). 
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Chez l’Homme, de nombreuses études par biopuces ont montré que l’ARNm d’endocan 
est augmenté dans divers cancers (Sarrazin et al., 2006). Une étude récente sur les profils 
d’expression de plusieurs gènes dans des mélanomes plus ou moins agressifs révèle que dans 
le cas de mélanomes très agressifs, le taux d’ARNm d’endocan est multiplié par 44. Dans 
cette étude, l’endocan apparaît être un des gènes dont l’expression est la plus 
significativement augmentée, avec l’expression de Tie-1, gène également impliqué dans le 
cancer (augmentation de 100 fois) (Hendrix et al., 2003). De la même manière, dans un 
modèle d’angiogenèse, l’ajout de FGF-2 et de VEGF entraîne une multiplication par quatre 
des taux d’ARNm d’endocan (Aitkenhead et al., 2002). Ainsi, en plus d’être dépendant de 
certains médiateurs inflammatoires, le gène de l’endocan est sous le contrôle de médiateurs 
angiogéniques et de certains oncogènes.  
 
2.3. Le core protéique d’endocan 
 
2.3.1. Caractéristiques biochimiques 
 
Aucune évidence structurale ne permet aujourd’hui de classer l’endocan dans une famille 
de PGs décrite au chapitre précédent. En effet, chez l’endocan, aucun site de fixation aux 
lectines n’a pu être observé comme chez les hyalectans, ou aucun domaine riche en répétition 
de leucines (LRR) comme chez les SLRPs (Iozzo, 1998).  
L’endocan peut cependant être caractérisé par son taux élevé de cystéines, à savoir 18 
cystéines dans les 110 premiers acides aminés (Figure 17), ce qui représente 10,9 % de 
l’ensemble du core protéique. Cette région présente, de plus, des homologies avec d’autres 
familles de protéines. Par exemple, l’endocan présente 15 à 28 % d’homologies de séquences 
avec certains membres des IGFBP (Insulin Growth Factor Binding Protein). Ces protéines 
sont caractérisées par leur affinité pour les IGF et par leur séquence riche en cystéines 
(Lassalle et al., 1996 ; Hwa et al., 1999). L’endocan a, de ce fait, été classé comme 
correspondant à l’IGFBP-rP6 (Insulin Growth Factor Binding Protein rP6) (Hwa et al., 1999), 
même si aucune interaction de l’endocan avec un IGF n’a été caractérisée à ce jour. 
L’endocan a aussi des homologies de structure de l’ordre de 13 à 20 % avec d’autres protéines 
également riches en cystéines dans leur région N-terminale, les protéines CNN. Les protéines 
CNN incluent le CTGF (Connective tissue growth factor ou IGFBP-rP2), la Cyr-61 (Cystéine-
rich 61 ou IGFBP-rP4) ou la protéine NOV (nephroblastoma overexpressed ou IGFBP-rP3). 
Ces protéines CNN sont principalement sécrétées et impliquées dans de nombreuses activités 
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biologiques comme la prolifération, l’adhésion, l’invasion ou l’angiogenèse (Desnoyers,  
2004). Par ailleurs, l’endocan partage 74 % d’homologies de séquences en acides aminés avec 
la PG25, une protéine identifiée dans la glande pinéale du rat (Wang et al., 1997). La PG25 a 
donc été classifiée comme étant l’orthologue d’endocan chez le rat.  
Biochimiquement, les 552 paires de bases du cadre de lecture codent pour une protéine de 
184 acides aminés. A l’extrémité N-terminale, l’endocan possède une séquence de 19 acides 
aminés riches en résidus hydrophobes caractéristiques d’une séquence de type signal 
peptidique (Lassalle et al., 1996). Ainsi, le core protéique d’endocan mature, une fois le signal 
peptidique clivé, est composé de 165 acides aminés ce qui correspond à 18122 Da. 
L’endocan mature apparaît cependant sur gel SDS-PAGE comme une protéine de 50 kDa 
et en gel filtration, comme une protéine globulaire de 400 kDa (Béchard et al., 2000 ; Béchard 
et al., 2001a ; Béchard et al., 2001b). Ce constat s’explique par la liaison sur la sérine 137 
d’une chaîne oligosaccharidique identifiée comme étant du dermatane sulfate (Figure 17). Par 
recherche bioinformatique, trois sites putatifs de O-glycosylation ont été identifiés (S16, 
T120, S137) (Lassalle et al., 1996). La mutation de chacun d’entre eux a affecté le poids 
moléculaire d’endocan dans le seul cas de la mutation sur la S137, indiquant que la 
glycosylation avait lieu sur ce site pour former le DSPG (Lassalle et al., 1996 ; Béchard et al., 
2001a). 
 
2.3.2. Expression de l’endocan 
 
In vivo, chez l’Homme, l’endocan a été détecté sous forme de protéoglycanne dans le 
courant circulatoire. Le taux sérique d’endocan a été dosé à 1 ng/mL chez les sujets sains 
(Béchard et al., 2000). Le taux d’endocan circulant est largement augmenté dans les 
pathologies où il existe une stimulation endothéliale, comme chez les patients atteints de choc 
septique aiguë ou sévère et chez des patients atteints de cancer (Grigoriu et al., 2006).  
En écho à la régulation de l’expression des ARNm d’endocan, les médiateurs 
inflammatoires ont également des effets sur l’expression du core protéique d’endocan. Ainsi, 
le TNF-α ou l’IL−1β permettent d’accroître la synthèse et la sécrétion d’endocan par des 
cellules endothéliales HUVECs in vitro. L’IFNγ, en revanche, régule négativement la 
production d’endocan alors que, par exemple, l’IL-4 (interleukine-4) n’a pas d’effet (Béchard 
et al., 2000). 
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2.4. L’endocan est un protéoglycanne à dermatane sulfate 
 
En 2001, l’ESM-1 (Endothelial Cell Specific Molecule-1), produit naturellement par les 
cellules HUVECs, a été caractérisé comme étant une protéine supportant une unique chaîne 
oligosaccharidique de DS. De cette observation, l’ESM-1 rejoint la famille des 
protéoglycannes à dermatane sulfate et le nom d’endocan lui est alors attribué (Béchard et al., 
2001a). La dégradation par la chondroïtinase ABC (spécifique des CS/DS et non des HS) de 
l’endocan permet, en gel SDS PAGE, d’observer une migration à 20 kDa alors que l’endocan 
non traité migre à 50 kDa. Ce résultat confirme l’appartenance de la chaîne 
oligosaccharidique d’endocan à la sous-famille glycosaminoglycannique des CS/DS. Il a 
également été observé que l’endocan n’est jamais sensible à la dégradation par l’héparinase, 
et n’est donc jamais produit comme un HSPG. De façon plus détaillée, la chaîne GAG 
d’endocan se trouve être sensible à la chondroïtinase B (spécifique des DS) ce qui permet 
d’affirmer que la chaîne oligosaccharidique d’endocan est du type chondroïtine sulfate B (CS-
B), appelée également dermatane sulfate (DS) (Béchard et al., 2001a). 
Comme il a été décrit dans le premier chapitre, les fonctions des PGs sont dépendantes à 
la fois des cores protéiques et des chaînes oligosaccharidiques. Ainsi, le travail de Béchard et 
de ses collaborateurs a permis de caractériser en détail la chaîne oligosaccharidique d’endocan 
(Béchard et al., 2001a). L’analyse des disaccharides obtenus après digestion totale de la 
chaîne et séparation par HPLC révèle que la chaîne DS d’endocan est composée pour 66,5 % 
de GalNAc 4-O-S et pour 19,4 % de GalNAc 6-O-S. Les 14,1 % qui restent correspondent à 
des disaccharides di- ou non-sulfatés. De manière intéressante le taux d’IdoA ne dépasse pas 
les 6 % et ces IdoA semblent être regroupés. Cette épimérisation en C5 de l’acide 
glucuronique semble avoir un rôle très important dans les interactions avec les protéines et 
donc dans la régulation des activités des PGs (Delehedde, 2002 ; Lyon et al., 2002 ; 
Trowbridge et Gallo, 2002). De façon intéressante, une des premières fonctions qui a pu être 
attribuées à l’endocan, est celle de corécepteur pour le HGF/SF (Béchard et al., 2001a). 
L’HGF/SF est principalement produit par les fibroblastes et les cellules vasculaires des 
muscles lisses pour agir en majeure partie sur les cellules épithéliales et endothéliales, ainsi 
que sur certaines cellules stromales (Delehedde et al., 2001 ; Bhowmick et al., 2004). 
L’endocan, via sa chaîne glycannique, augmenterait l’effet du HGF/SF sur la prolifération des 
cellules HEK293 (Béchard et al., 2001a) ou des kératinocytes HaCat (Delehedde, Fernig, 
Lassalle, communication personnelle). Les paramètres cinétiques de l’interaction entre le 
HGF/SF et le DS d’endocan ont été analysés par résonance plasmonique de surface et un Kd 
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de 3 à 6 nM a été mesuré. Les interactions de l’HGF/SF avec l’Hp/HS ou les DS ont déjà été 
décrites (Lyon et al., 2002 ; Lyon et al., 1994 ; Lyon et al., 1998 ; Delehedde et al., 2002 ; 
Catlow et al., 2003 ; Lyon et al., 2004) et nous y reviendrons dans le chapitre III.  
 
2.5. L’endocan ou ESM-1 (pour endothelial cell specific molecule) est il réellement 
un DSPG spécifique des cellules endothéliales ? 
 
Depuis sa découverte en 1996, dans les cellules HUVECs (Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells), l’expression d’endocan avait été restreinte aux seules cellules 
endothéliales, (Lassalle et al., 1996 ; Béchard et al., 2000 ; Gerritsen et al., 2003 ; Tsai et al., 
2002). En effet, des transcripts d’endocan ont également été détectés dans d’autres cultures de 
cellules endothéliales de diverses origines telles que les HCAEC (Human Coronary Artery 
EC), HPAEC (Human Pulmonary Artery EC), HDMVEC (Human Dermal Microvascular EC) 
et HUEC (Human Capillary EC purifiée de tissus adipeux) (Tsai et al., 2002 ; Aitkenhead et 
al., 2002 ; Abid et al., 2006). Par comparaison, d’autres PGs ont été décrits chez les cellules 
endothéliales. Par exemple, le perlécan est abondant dans les matrices extracellulaires et dans 
la membrane basale de tissus normaux et de vaisseaux sanguins (Iozzo, 1998). D’autres PGs à 
CS/DS, tels que le biglycan ou le PG-100, sont produits par les cellules endothéliales 
(Nelimarkka et al., 1997). En revanche, contrairement à ce qui a été observé pour l’endocan, 
le TNF-α diminue l’expression du biglycan in vitro dans les cellules endothéliales 
(Nelimarkka et al., 1997). Parmi les PGs transmembranaires, les quatre membres de la famille 
des syndécans ainsi que certains isoformes de CD44 ont été décrits comme étant largement 
exprimés par les cellules endothéliales (Murakami et al., 2002 ; Henke et al., 1996 ; 
Kainulaien et al., 1996 ; Kulseth et al., 1999 ; Foster-Horvath et al., 2004). De même, 
l’expression du syndécan-1 est largement réduite en présence de TNFα et cela de manière 
dose-dépendante (Kainulainen et al., 1996).  
Dans les cellules endothéliales telles que les HUVECs, l’endocan est également présent 
dans les lysats cellulaires et migre en gel SDS-PAGE avec un poids moléculaire apparent de 
20 kDa, correspondant ainsi au polypeptide de 165 acides aminés ne possédant pas de chaîne 
oligosaccharidique (Béchard et al., 2001a et b ; Béchard et al., 2000). Aucun rôle n’a à ce jour 
encore été attribué à ce polypeptide.  
Depuis sa découverte en 1996, l’expression d’endocan avait été quasi exclusivement 
observée dans des cellules endothéliales, d’où son nom d’ESM-1 pour Endothelial cell 
Specific Molecule 1 (Lassalle et al., 1996 ; Tsai et al., 2002 ; Aitkenhead et al., 2002 ; 
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Gerritsen et al., 2003 ; Rennel et al., 2007). Cependant, l’expression d’endocan a été 
récemment observée in vitro dans d’autres types cellulaires tels que les adipocytes, les 
cellules de mélanomes, des cellules rénales et également des cellules issues de glioblastomes 
(Wellner et al., 2003 ; Hendrix et al., 2003 ; Seftor et al., 2002 ; Ross et al., 2000 ; Abid et al., 
2006 ; Adam et al., en préparation). 
Grâce à des anticorps spécifiques, des analyses par immunohistochimie ont permis 
d’obtenir de nouvelles informations. Ainsi, dans les cellules HUVECs, la détection d’endocan 
se traduit par un marquage diffus dans le cytoplasme et aucun marquage membranaire n’a pu 
être visualisé. L’expression semble constitutive au niveau du poumon, au niveau des veines, 
des artères et des capillaires alvéolaires, ainsi qu’au niveau des cellules épithéliales des 
bronches et des glandes sous-muqueuses. Sur des coupes histologiques de reins, l’expression 
d’endocan est observée au niveau des cellules épithéliales tubulaires. Enfin, dans l’intestin, 
l’expression d’endocan a lieu au niveau des capillaires et des veines de la "lamina propria". 
L’expression d’endocan est ainsi détectée aussi bien dans les endothélia que dans les épithélia 
(Béchard et al., 2000). Lorsque la lignée cellulaire HEK293 est transfectée avec de l’ADNc de 
l’endocan, un marquage diffus cytoplasmique est également observé (aucun marquage sur la 
membrane) (Scherpereel et al., 2003). De même, au niveau des adipocytes, l’expression 
d’endocan est localisée dans le compartiment intracellulaire (Wellner et al., 2003). 
 
3. FONCTIONS D’ENDOCAN 
 
3.1. Rôle dans l’inflammation 
 
L’implication de l’endocan dans les phénomènes inflammatoires a été une des premières 
fonctions identifiée. En effet, in vitro, il a été observé que l’ajout de LPS 
(LipoPolySaccharides) conduit à une augmentation de l’expression d’endocan dans les 
cellules HUVECs. De plus, une étude récente révèle qu’au cours du choc septique, le taux 
sérique d’endocan serait directement relié au stade d’évolution de la maladie. En effet, le taux 
d’endocan circulant augmente progressivement à mesure que l’on observe les patients atteints 
de sepsis, de sepsis sévère ou de choc septique. Les taux les plus élevés ont ainsi été retrouvés 
chez les patients qui décèdent dans les 10 jours (Scherpereel et al., 2006). Par ailleurs, comme 
il a déjà été mentionné précédemment, l’expression d’endocan est régulée par des cytokines 
inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-1. L’IFNγ est capable de supprimer l’effet du 
TNF-α (Lassalle et al., 1996).  
  91
De plus, à l’image d’autres PGs, le core protéique d’endocan semble interagir directement 
avec d’autres protéines. In vitro, l’endocan, via son corps protéique, interagit avec les 
leucocytes (à la fois les monocytes et les lymphocytes) du sang chez l’Homme (Béchard et al., 
2001b). Parmi les autres PGs, il y a de nombreux exemples pour lesquels les interactions via 
le core protéique et via la chaîne oligosaccharidique coopèrent indépendamment pour exercer 
les fonctions biologiques du PG. Ainsi, dans la matrice extracellulaire, la décorine se fixe au 
collagène via son core protéique et à la tenascine via sa chaîne de DS (Iozzo, 1998 ; Elefteriou 
et al., 2001). Dans le cas de l’endocan, il a été mis en évidence que, via son core protéique, il 
est capable in vitro de se fixer aux intégrines CD11a/CD18, également appelées LFA-1 
(Lymphocyte Function-associated Antigen 1). Un Kd non-négligeable de 18,7 nM a été 
déterminé par résonance plasmonique de surface (Béchard et al., 2001b). Le principal ligand 
des LFA-1 est la molécule ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1) (Anderson et 
Siahaan, 2003). Or, l’endocan in vitro est capable de se fixer aux lymphocytes et d’inhiber  
l’interaction avec de l’ICAM-1 soluble de manière dose-dépendante. Ces résultats suggèrent 
que l’endocan pourrait inhiber les phénomènes d’adhésion leucocytaire qui sont dépendants 
des LFA-1 (Béchard et al., 2001b). Par ailleurs, l’augmentation du taux sérique d’endocan 
permettrait in vivo de limiter l’adhésion des leucocytes à l’endothélium dans un modèle 
d’inflammation chez le Rat (Tissier et al., 2004). 
Pour enrichir les comparaisons entre l’endocan et les PGs issus des endothéliums, il 
convient de remarquer que les PGs de l’endothélium vasculaire ont, depuis longtemps déjà, 
été décrits comme étant des ligands de molécules impliquées dans le recrutement leucocytaire, 
l’un des premiers phénomènes à pouvoir être observé lors d’une réponse inflammatoire 
(Delehedde et al., 2005 ; Steeber et al., 2005 ; Parish, 2006 ; Taylor et Gallo, 2006). Le 
recrutement depuis le flux sanguin jusqu’aux tissus est régulé par une succession 
d’interactions entre les leucocytes et l’endothélium, grâce à des récepteurs incluant les 
intégrines, les sélectines et bien entendu les PGs de la surface cellulaire (Vaday et Lider, 
2000 ; Schor et al., 2000). Durant le recrutement leucocytaire, les PGs endothéliaux, via leurs 
GAGs, permettent d’immobiliser et de présenter des messagers inflammatoires tels que MIP-
1b (Macrophage Inflammatory Protein 1b), l’IL-8 (Interleukin 8) ou le PF-4 (Platelet Factor 
4). Ces messagers peuvent induire l’activation d’intégrines qui vont permettre l’adhésion et la 
transmigration des leucocytes à travers les parois des vaisseaux (Steeber et al., 2005 ; Tanaka 
et al., 1993 ; Parish et al., 2006 ; Gallo et al., 2006). Dans ce contexte, il y a de nombreux 
exemples où les GAGs solubles, au même titre que les PGs solubles, sont capables d’inhiber 
le recrutement leucocytaire (Schor et al., 2000 ; Nelson et al., 1993 ; Lever et al., 2000).  
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Ainsi, même si à l’heure actuelle l’implication d’endocan dans le recrutement leucocytaire 
semble dépendant de son core protéique, il n’est pas exclu que sa chaîne glycannique joue 
également un rôle dans ce genre de processus. 
 
3.2. Endocan dans la progression tumorale 
 
Les PGs sont en partie caractérisés par leurs capacités à interagir avec une multitude de 
partenaires tels que les facteurs de croissance, les chimiokines, les cytokines ou les enzymes. 
Ils sont donc consécutivement impliqués dans la régulation de processus tels que la 
prolifération, la différenciation, le remodelage tissulaire, l’angiogenèse, l’invasion tumorale et 
les métastases observées pendant la progression tumorale (Iozzo et Cohen, 1996 ; Iozzo et San 
Antonio, 2001 ;  Iozzo, 2001 ; Timar et al., 2002 ; Grant et al., 2002 ; Delehedde, 2002 ; 
Sanderson et al., 2004 ; Reed et al., 2005).  
L’endocan pourrait agir de la même façon au regard des effets de la chaîne glycannique 
observés vis-à-vis d’un facteur angiogénique, le HGF/SF (Béchard et al., 2001). En effet, il a 
été montré que, via sa chaîne de DS, l’endocan est capable de réguler in vitro l’activité de 
l’HGF/SF suggèrant un rôle potentiel de l’endocan dans le contrôle de la croissance et du 
développement tumoral, au même titre que dans l’angiogenèse lors de la progression 
tumorale.  
Récemment, dans un modèle in vivo, les conséquences de la surexpression d’endocan dans 
la progression tumorale ont été décrites. Ainsi, l’injection sous-cutanée chez des souris SCID 
de cellules HEK293 modifiées génétiquement pour exprimer endocan induit la formation de 
tumeurs. Ce phénotype tumoral est dû, d’une part à la présence de la chaîne glycannique 
d’endocan (ce qui va dans le sens des interactions observées avec HGF/SF) et, d’autre part à 
la phénylalanine 116 du core protéique (Scherpereel et al., 2003). De plus, dans des tissus 
humains, l’augmentation du taux d’ARNm d’endocan est corrélée avec l’apparition de 
métastases et avec un mauvais pronostic dans différents types de cancers tels que les cancers 
du sein, du rein et des poumons (Figure 18). Dans le but de définir des marqueurs dans le 
cancer du sein, une étude de l’expression de 70 gènes dont celui d’endocan a été réalisée sur 
78 patientes. L’expression d’endocan a, dans cette étude, été reliée étroitement au fort risque 
de métastase et à un décès des patientes dans les 5 ans (Van’t Veer et al., 2002). De plus, 
parmi les 1234 gènes identifiés comme ayant une expression qui varie dans les cellules de 
carcinomes rénaux, le taux d’expression d’ARNm d’endocan est augmenté jusqu’à 3 fois et 
apparaît en corrélation, à la fois avec la vascularisation tumorale et l’inflammation dans le 
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cancer du rein (Lenburg et al., 2003). De même, dans une étude récente, le gène d’endocan est 
un de ceux dont l’expression est la plus augmentée (x 2) parmi les 8 échantillons de cellules 
de cancer de rein (comparées à des cellules normales). Il a également été mis en évidence que 
l’expression du VEGF et de c-Met (le récepteur du HGF/SF), deux protéines fortement 
impliquées dans l’angiogenèse, était également augmentée et, ce, de façon non négligeable 
(Amatschek et al., 2004). Dans une étude comparable, les expressions des gènes d’endocan, 
du VEGF et du VEGFR se trouvent être également augmentées dans des cellules rénales 
issues de biopsies de carcinomes (dans 5 cas sur 14) (Aitkenhead et al., 2002). Lors d’une 
étude de l’expression génique d’endocan sur 23 patients atteints du cancer du poumon, 
l’endocan fait partie des 42 gènes permettant d’évoquer un mauvais pronostic ainsi qu’un 
risque important de décès dans les 12 mois (Borczuk et al., 2004). Finalement, lors d’une 
autre étude, il a été également montré que l’augmentation du taux d’ARNm d’endocan était 
associée à des évènements de l’angiogenèse (Figure 18), en particulier, au regard de la 
corrélation qui a été faite avec différents marqueurs spécifiques de l’angiogenèse comme le 
VEGF ou le VEGFR dans des échantillons de tumeurs de sein, de vessie et du côlon chez 
l’Homme (Aitkenhead et al., 2002).  
Une étude récente (Grigoriu et al., 2006) démontre que dans les cancers broncho-
pulmonaires, l’expression d’endocan est clairement augmentée au niveau des structures 
vasculaires tumorales. L’augmentation de l’expression de l’ARNm d’endocan a également été 
corrélée à celle du VEGF. Dans le sérum des patients, le taux d’endocan circulant se trouve 
être également augmenté avec un taux maximum pour ceux ayant le plus mauvais pronostic 
de la maladie (Grigoriu et al., 2006 ; Abid et al., 2006). 
Comme on vient de le voir, dans les tumeurs humaines comme dans des modèles murins 
de xénogreffes, le taux d’ARNm d’endocan augmente donc très clairement. Il faut ajouter à 
cela les résultats des quantifications du taux d’endocan circulant réalisées par dosage ELISA. 
Ainsi, dans le sérum de patients atteints à un stade tardif du cancer du poumon, le taux 
d’endocan circulant se trouve être clairement supérieur à celui obtenu chez des individus sains 
(Scherpereel et al., 2003). Toutes ces informations font d’endocan un marqueur tumoral 
potentiel (pour revue, voir Sarrazin et al., 2006). 
 
4.  CONCLUSION 
 
Depuis sa découverte en 1996, l’endocan ou ESM-1 apparaît être un protéoglycanne à part 
entière, capable d’exercer potentiellement ses fonctions via son core protéique et via sa chaîne 
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glycannique. De plus en plus de données, suite à l’analyse de son promoteur jusqu’à la 
quantification de son expression dans des environnements sains ou pathologiques, laissent 
clairement penser qu’endocan aurait un rôle tant dans les phénomènes inflammatoires que 
dans la progression tumorale. A l’heure actuelle, ses caractéristiques de PG circulant et 
l’ensemble des connaissances acquises depuis 10 ans permettent de positionner l’endocan 
comme un marqueur potentiel dans le diagnostic de certaines pathologies, comme le choc 
septique et aussi de certains types de cancers. Il est également possible d’envisager qu’il 
puisse être une cible thérapeutique dans certains types de cancers (Sarrazin et al., 2006). 
L’ensemble des connaissances disponibles sur l’endocan a fait l’objet d’une revue ajoutée 
en annexe de ce mémoire : 
Sarrazin, S., E. Adam, M. Lyon, F. Depontieu, V. Motte, C. Landolfi, H. Lortat-Jacob, 
D. Béchard, P. Lassalle, M. Delehedde. (2006). "Endocan or endothelial cell specific 
molecule-1 (ESM-1): A potential novel endothelial cell marker and a new target for 
cancer therapy." Biochim Biophys Acta. 1765(1): 25-37  
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1. LES FONCTIONS DES GAGS VIA LEURS INTERACTIONS AVEC D’AUTRES 
MOLECULES 
 
1.1. Introduction 
 
Comme il a été présenté dans le premier chapitre, les GAGs sont présents essentiellement 
dans les matrices extracellulaires ainsi qu’à la surface des cellules et peuvent également se 
trouver dans le courant circulatoire. 
Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser de manière préférentielle aux fonctions 
spécifiques des GAGs et à l’hétérogénéité de leurs structures qui leurs permettent d’interagir 
avec un très large panel de protéines. Un des objectifs de cet exposé est ainsi de mettre en 
avant les applications thérapeutiques qui sont, ou qui pourraient être, issues de l’étude et de la 
caractérisation des interactions GAG/protéines. 
 
1.2. Les caractéristiques biochimiques et structurales d’une interaction GAG-
protéine 
 
L’interaction d’un GAG avec une protéine est principalement de nature 
électrostatique. Elle a lieu d’une manière générale entre certaines régions anioniques des 
chaînes oligosaccharidiques et des sites peptidiques ou protéiques de nature cationique tels 
que les groupements ammonium des lysines ou des arginines (NH3+), le guanidinium de 
l’arginine (pKa = 13,6) ou l’imidazolium de l’histidine (plus rare). Des centaines de protéines 
ont été identifiées comme interagissant avec l’héparine qui est le GAG le plus sulfaté et donc 
le plus anionique de tous. Cette propriété est d’ailleurs utilisée pour la purification de 
protéines par chromatographie d’affinité sur colonne d’héparine. Dans la plupart des cas, les 
interactions GAG-protéines pourraient paraître n’être que peu spécifiques (Lindahl et al., 
1998 ; Salmivirta et al., 1996 ; Kreuger et al., 2006). Cependant, de nombreuses données 
permettent de penser que certaines séquences glycanniques ou du moins certaines régions 
glycanniques (domaines NS, NA/NS, NA) sont organisées pour interagir spécifiquement avec 
des protéines et contrôler ainsi leurs activités (Lindahl et al., 1998 ; Turnbull et al., 2001 ; 
Salmivirta et al., 1996). 
Les domaines de fixation à l’héparine (Heparin Binding Domains) ont été déterminés 
dans de nombreuses protéines (Hileman et al., 1998). Ils sont composés d’un nombre 
important de résidus basiques (lysines et arginines) et, dans certains cas, d’histidines. La  
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Figure 19: Conformation et flexibilité de l’acide uronique 
de l’Hp et des HS  
A : Représentation des différentes configurations de l’acide uronique 
dans l’héparine ou les HS. Tout au long d’une chaîne d’HS ou d’Hp, les 
résidus GlcN et GlcA sont stables dans la conformation 4C1, alors que le 
résidu IdoA peut osciller entre les conformations d’énergie équivalente 
qui sont la 1C4 (chaise) et la 2S0 (bateau).
B : Structure de l’héparine obtenue par RMN. A gauche les IdoA sont 
dans une conformation 1C4, et à droite dans une conformation 2S0. Les 
sulfates sont représentés en rouge et jaune. 
(D’après Coombe et Kett 2005)
A.
B.
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structure du complexe FGF-2 avec un hexasaccharide par diffraction au rayon X a également 
révélé que des groupements fonctionnels de chaînes latérales d’autres acides aminés peuvent 
également interagir avec l’héparine, comme la fonction amine des chaînes latérales de 
l’arginine et de la glutamine (Faham et al., 1996). Les séquences consensus riches en acides 
aminés basiques sont du type : XBBBXXBX, XBBXBX et XBBBXXBBBXXBBX avec B 
comme acide aminé basique et X pour un acide aminé hydropathique (Rabenstein, 2002). Ces 
séquences consensus peuvent ensuite adopter une structure secondaire qui permet le 
rassemblement des acides aminés basiques à l’extérieur et l’orientation des "X" vers 
l’intérieur de la protéine (Hileman et al., 1998). 
Les propriétés électrostatiques de l’interaction GAG-protéine ont suscité la prise en 
considération de la présence ou non de cations (en particulier pour le cas du Zinc et du 
Cuivre) dans les interactions. En effet, de nombreuses protéines se fixent mieux sur l’Hp/HS 
en présence d’ions positifs. C’est le cas de la protéine du précurseur béta-amyloide, de 
l’interleukine 5 (IL-5), de la protéine prion, de "l’héparine cofactor II" ou encore de 
l’endostatine (Bush et al., 1994 ; Olsen et al., 1996 ; Lipscombe et al., 1998 ; Gonzales-
Iglesias et al., 2002 ; Eckert et al., 2003 ; Ricard-Blum et al., 2004). Les cations peuvent avoir 
tout d’abord un effet sur les protéines. Ils peuvent favoriser l’oligomérisation, ce qui dans 
certains cas, facilite l’interaction des protéines avec l’héparine (Gonzalez-Iglesias et al., 
2002). Ils peuvent également induire un changement conformationnel permettant l’interaction 
de la protéine avec l’héparine, comme dans le cas de l’héparine co-facteur II (Eckert et al., 
2003). L’interaction de cations avec les GAGs ne dépend pas uniquement des forces 
électrostatiques puisque le Zn2+, par exemple, va interagir sélectivement avec l’Hp et pas avec 
les autres GAGs (Parrish et Fair, 1981). Des données de RMN indiquent que l’acide 
iduronique est l’ose préférentiel pour la fixation des cations. Ces derniers seraient même 
capables de favoriser la conformation 1C4 par rapport à la 2S0 (Whitfield et Sarkar, 1991 ; 
Whitfield et al., 1992 ; Whitfield et Sarkar, 1992). Le changement de conformation d’un 
acide iduronique dans une chaîne de GAG offre une flexibilité qui semble être 
importante et même nécessaire dans certaines interactions. De plus, ce changement 
conformationnel permet de contrôler la manière dont le groupement 2-O-sulfate de l’IdoA 
(dans le cas où il est présent) peut s’agencer pour permettre les interactions avec les protéines 
(Coombe et Kett, 2005) (Figure 19). 
 De ce fait, si les cations sont capables de favoriser une conformation plutôt qu’une autre, 
il est évident que cela aura une répercussion au niveau des interactions avec les protéines. In 
vivo, l’effet de ces ions peut être uniquement local et ainsi apporter une réelle spécificité 
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Figure 20: Le glycocalyx
Le glycocalyx est une couche de polyholosides présente sur la surface membranaire externe des 
cellules animales ainsi que sur les parois externes de certaines bactéries. Sur cette image de 
microscopie électronique, le glycocalyx constitue une large bande sombre à la surface de la cellule. 
Dans certains épithéliums, l’épaisseur de cette couche peut atteindre 0,5 µm.
(D’après : molecular biology of the cell, 4th edition)
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spatio-temporelle (Coombe et Kett, 2005). Par exemple, le taux circulant de Zn2+ dans le sang 
est très faible. En revanche, il est 30 à 60 fois plus élevé dans les plaquettes. Celles-ci 
contiennent également les PGs de type décorine et biglycan, connus pour avoir des cores 
protéiques qui stockent le zinc. Dans les sites où les plaquettes sont activées, une 
augmentation de la concentration en zinc pourrait alors avoir un rôle dans les interactions qui 
concernent les GAGs (Coombe et Kett, 2005). 
Enfin, bien que la majorité des études d’interactions in vitro soient réalisées à pH neutre, il 
ne faut pas oublier qu’in vivo, le pH peut localement varier, et la nature électrostatique de 
l’interaction GAG-protéine peut être dépendante du pH. Par exemple, des lésions 
inflammatoires sont responsables d’une acidification locale créée par la production d’acide 
lactique par les neutrophiles (Lardner, 2001). Le pH des fluides issus de sites d’inflammation 
est de l’ordre de 6.1 (Trevani et al., 1999). Le microenvironnement tumoral est également 
plus acide, avec un pH d’environ 5.5 (Helminger et al., 1997). Les interactions GAG-
protéines peuvent être réellement dépendantes du pH et notamment lorsque celles-ci mettent 
en jeu les histidines. Par exemple, "l’histidine-proline-rich glycoprotein" et la protéine prion, 
toutes deux dépendantes de cations, n’interagiront pas de la même façon via leur histidine 
lorsque le pH sera supérieur ou non au pKa de celle-ci (Borza et Morgan, 1998 ; Gonzalez-
Iglesias et al., 2002). D’autres protéines sont sensibles au pH dans l’interaction avec les 
GAGs. C’est le cas de la forme non fibrillaire du peptide béta-amyloide, du GM-CSF 
(granulocyte macrophage colony stimulating factor) et même du VEGF (Gupta-Bansal et al., 
1995 ; Wettreich et al., 1999). Dans le cas du VEGF, l’isoforme (VEGF121) qui ne possède 
pas la région d’interaction avec les GAGs, est capable, à un pH acide, d’interagir tout de 
même avec les HS (Goerges et Nugent, 2003). Le VEGF165 qui possède la région 
d’interaction avec les GAGs a une affinité pour les HS augmentée lorsque le pH est abaissé. 
L’acidification permet en fait l’exposition d’un nouveau site de fixation aux HS dans les 
régions partagées par les deux isoformes du VEGF (Goerges et Nugent, 2003).  
 
1.3. Les fonctions associées aux interactions GAG-protéines 
 
A la surface des cellules, l’enveloppe créée par les protéoglycannes porteurs de différents 
GAGs est appelée le glycocalyx. Nous pouvons voir sur la Figure 20, une image du 
glycocalyx réalisée par microscopie électronique qui rend compte de la densité de cette 
"couche" de molécules oligosaccharidiques. Cette image traduit combien les chaînes 
polysaccharidiques sont importantes et, intuitivement, nous devinons qu’elles doivent avoir 
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des fonctions évidentes, en particulier dans les grands processus biologiques nécessitant une 
communication entre les cellules. Ces processus peuvent être la prolifération, la migration, la 
différenciation ainsi que les interactions cellules-cellules ou cellules-matrice extracellulaire.  
Parmi les fonctions principales des GAGs, peuvent être citées : l’induction du 
changement conformationnel de certaines protéines (cas de l’antithrombine III), la 
participation dans les interactions protéine-protéine (cas de l’antithrombine III et de la 
thrombine), la fonction de co-récepteur (exemple du FGF), ainsi que celle de récepteur ou 
plutôt de site d’ancrage pour divers pathogènes tels que le VIH. Les GAGs ont également 
une utilité dans le stockage et le relargage de protéines (pour l’élastase et la cathepsine par 
exemple), ainsi que dans l’adhésion cellulaire et l’assemblage matriciel. Les fonctions des 
GAGs dans la localisation et la concentration des chimiokines (exemple du SDF-1α), des 
cytokines (exemple de l’IFNγ), de facteurs de croissance ou autres médiateurs ainsi que dans 
la protection de protéines vis-à-vis d’agents de la protéolyse (exemple de l’IFNγ, et du 
SDF-1α) peuvent être également citées (Figure 21). 
 
1.3.1. Les GAGs peuvent induire un changement conformationnel des protéines 
 
L’interaction la plus étudiée ou, du moins, la plus caractérisée est celle de l’Hp et de 
l’inhibiteur de protéase à sérine : l’antithrombine III (ATIII) (Rosenberg et al., 1976 ; 
Andersson et al., 1976 ; Höök et al., 1976). Cette interaction induit un changement de 
conformation de l’ATIII (Figure 21bis) qui peut alors exercer son activité d’inhibiteur vis-à-
vis de la thrombine ou du Facteur Xa qui sont les deux protéases à sérine impliquées dans la 
voie de coagulation (Olson et al., 1992). Une inhibition de l’une ou de ces deux protéases 
ralentit ou annule, en effet, le processus de coagulation.  
Les études de l’interaction de l’Hp avec l’ATIII ont débouché sur le développement de 
mimétiques de l’Hp actuellement utilisés comme médicament ou déjà en cours d’essais 
cliniques, comme nous le détaillerons dans le paragraphe 2.1.Le pouvoir anticoagulant de 
l’héparine. 
 
1.3.2. Les GAGs participent aux interactions protéines-protéines 
 
L’exemple le plus connu est celui de la formation du complexe ternaire : ATIII-
thrombine-héparine. La fixation de l’Hp à l’ATIII induit un changement conformationnel de
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Figure 21bis: Changement de conformation de l’ATIII crée par un 
pentasaccharide issu de l’héparine
L’Héparine catalyse l’inhibition de la thrombine par l’antithrombine. La figure montre que la 
fixation d’un pentasachharide spécifique de type héparine induit un changement conformationel
de l’ATIII. Ce changement conformationel se traduit par l’expulsion d’une région (entourée par 
un cercle noir sur la représentation de gauche) de la RCL (Reactive Center Loop représentée en 
jaune) en dehors de la partie globulaire de la protéine. L’expulsion de cette région augmente la 
flexibilité du RCL (Jaune) et libère une arginine (représentée en vert sur la boucle). Cette 
arginine et la flexibilité de la boucle vont permettre d’engager l’interaction avec la thrombine et 
son inhibition.
(d’après Li et al., 2004)
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l’ATIII (Olson et al., 1992). Ce changement va lui permettre alors d’interagir avec la 
thrombine dans la mesure où le fragment d’Hp forme également un complexe avec cette 
dernière. Le modèle d’interaction entre les trois molécules est présenté dans la Figure 28a. 
Cette interaction et ses applications thérapeutiques sont détaillées dans le paragraphe : 2.1.Le 
pouvoir anticoagulant de l’héparine. 
 
1.3.3. Les GAGs comme co-récepteurs 
 
Pendant longtemps, en opposition aux récepteurs dits de "haute affinité" de type tyrosine 
kinase, les HSPGs et, particulièrement les GAGs, ont été définis comme des récepteurs de 
basse affinité (Israeli et al., 1989). Les termes de récepteur ou ligand peuvent être utilisés pour 
les GAGs lorsqu’ils permettent une interaction avec les protéines sans pour autant transduire 
le signal de ces dernières. Le terme de co-récepteur est, lui, utilisé lorsque le GAG est 
directement impliqué dans la transduction du signal d’un messager en coordination avec son 
récepteur.  
L’interaction la plus étudiée entre un facteur de croissance et des GAGs est, sans nul 
doute, celle des FGFs (Fibroblasts Growth Factors) avec les héparanes sulfates. Dans ce cas 
précis, les HS jouent un rôle de co-récepteur. Il existe aujourd’hui, au moins 23 FGFs 
différents répertoriés (Yamashita et al., 2005 ; Itoh et Ornitz, 2004) dont les plus étudiés pour 
leurs interactions avec les GAGs sont principalement le FGF-1 (FGF-a ou acide), le FGF-2 
(FGF-b ou basique) et le FGF-7 (ou encore appelé KGF pour Keratinocyte Growth Factor). 
En utilisant des cellules dépourvues d’HS, Yayon et al. (1991) ont initialement démontré 
que l’héparine est nécessaire pour que le FGF-2 se fixe à son récepteur FGFR1. Ils suggèrent 
que le polysaccharide agit en induisant un changement conformationnel du facteur de 
croissance nécessaire à la reconnaissance du récepteur (Yayon et al., 1991). A la même 
époque, Rapraeger et al. ont démontré que l’Hp/HS était nécessaire à l’activité du FGF-2 mais 
ont proposé que cela passe par la formation d’un complexe ternaire FGF2-Hp/HS-FGFR1 
(Rapraeger et al., 1991). Dans ce modèle de complexe ternaire, la transduction de signaux via 
des récepteurs à tyrosine kinase (RTK) nécessite la dimérisation de ces derniers, permettant 
alors leur autophosphorylation.  
Les controverses dans la formation du "complexe FGFR-FGF-HS-FGF-FGFR" ont été et 
sont toujours nombreuses. Ornitz et al. ont tout d’abord proposé que les HS permettent la 
dimérisation de deux FGFs (un octasaccharide d’HS serait la taille minimale pour dimériser 
ces FGFs). Ce complexe FGF-HS-FGF permet alors la dimérisation des récepteurs FGFR. Ce 
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modèle exclut l’interaction des HS avec le FGFR (Ornitz et al., 1992). En 1994, Kroizman et 
ses collaborateurs parviennent à la même conclusion en ajoutant que les FGFs se dimérisent 
de part et d’autre (en trans) de l’HS ce qui ne permet pas une interaction forte entre les deux 
FGFs.  
La question sur l’orientation en cis ou en trans des FGFs sur les HS s’est alors posée. 
L’orientation cis des FGFs peut laisser penser que deux molécules se dimérisent puis que les 
HS viendraient stabiliser le dimère. C’est ce que proposaient Venkataraman et ses 
collaborateurs (1996). Les données structurales ont petit à petit apporté des informations 
supplémentaires mais ne permettent toujours pas de trancher sur l’organisation dimérique des 
deux FGFs le long d’un HS. La RMN serait en faveur d’un dimère FGF cis stabilisé par les 
HS (Moy et al., 1997) et certaines données laissent même penser que les HS peuvent, dans le 
même temps, interagir avec le FGFR (Safran et al., 2000). L’orientation trans suggère que 
deux FGFs se fixent à l’opposé l’un de l’autre sur la chaîne hélicoïdale d’Hp selon les 
résultats de cristallographie aux rayons X lorsque FGF1 et des décasaccharides d’Hp sont mis 
en présence (Di Gabriele et al., 1998).  
La formation de ce complexe multimérique n’est cependant pas très claire. Les données 
apportées par Kan et al. (1993) rejoignent le modèle de Rapraeger dans lequel l’Hp interagit 
non seulement avec deux FGFs mais également avec deux FGFRs. Cela serait un élément 
essentiel pour la transduction du signal. 
Les progrès réalisés grâce à la production de l’ectodomaine du FGFR recombinant par les 
bactéries E.coli ont permis d’apporter des données structurales sur la formation du complexe 
FGF-FGFR-Hp. Dans les structures obtenues, il apparaît clairement que le FGF se lie au 
niveau des régions D2, D3 et de l’inter-région D2-D3 du FGFR (Pellegrini et al., 2000). Les 
structures de FGF-FGFR seules révèlent une stoechiométrie 2:2 avec l’apparition d’un 
"canyon" de charges basiques qui correspondent avec la présence de l’Hp dans les conditions 
où elle a été ajoutée. Le désaccord sur l’agencement de l’Hp dans ce canyon ainsi que sur 
l’ordre des interactions entre les trois molécules est discuté dans deux revues de Mohammadi 
et al. (2005a ; 2005b). 
D’une manière générale, il est désormais admis que le FGF transmet son signal via son 
récepteur FGFR et en présence du co-récepteur de type Hp/HS (Mohammadi et al., 2005a ; 
2005b). Les FGFs et FGFR forment un complexe 2:2 qui doit être stabilisé par l’Hp/HS. La 
présence du GAG doit avoir un effet synergique sur les interactions en renforçant l’interaction 
FGF-FGFR et en induisant le rapprochement FGFR-FGFR. La dimérisation du récepteur 
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permet alors la transduction du signal par autophosphorylation (Mohammadi et al., 2005 a et 
b). 
Les GAGs ont dans cet exemple, une fonction de co-récepteur et montrent à nouveau 
qu’ils permettent la stabilisation d’interactions protéine-protéine. 
 
1.3.4. Les GAGs peuvent servir de récepteur d’internalisation 
 
Comme il a été dit précédemment, le recyclage des PGs s’effectue par internalisation, 
transportant les PGs de la membrane jusqu’aux lysosomes situés dans le cytoplasme. Il n’est 
pas exclu que, lors de l’internalisation, des protéines liées aux GAGs des PGs soient 
également co-internalisées. Ceci est notamment le cas pour les protéines telles que le 
complexe follistatine/activine, la vitronectine, la thrombospondine, le FGF-2 ainsi que l’ATIII 
et la lipoprotéine lipase dont la clairance plasmatique dépend en grande partie des PGs 
(Bernfield et al., 1999). La lipoprotéine lipase (LPL) est, par exemple, une enzyme produite 
par les adipocytes qui est essentielle dans le métabolisme lipidique. Sous forme 
monomérique, elle n’est pas active et interagit peu avec les GAGs. En revanche, sa 
dimérisation lui permet de devenir fonctionnelle et d’interagir très fortement avec les HS (Kd 
= 0,3 nM) (Lookene et al., 1997). Cela lui permet d’être localisée à la surface cellulaire où 
elle peut fixer et agir sur les lipoprotéines. Ces interactions facilitent l’endocytose et le 
catabolisme des lipoprotéines et de la lipase (Rabenstein, 2002). Des études ont montré que 
les syndécans et les perlécans étaient des récepteurs de la LPL, permettant son internalisation 
(Fuki et al., 2000 a ; Fuki et al., 2000 b). 
 
1.3.5. Les GAGs participent à l’organisation de la matrice et à l’adhésion 
cellulaire 
 
La localisation des GAGs et leurs caractéristiques physico-chimiques leurs permettent 
également d’exercer des fonctions dans l’organisation de la matrice et dans l’adhésion 
cellulaire. 
D’une manière générale, les GAGs, tels que les CS/DS ou encore l’AH, jouent un rôle très 
important dans tous les tissus cartilagineux. En effet, ils permettent d’une part l’hydratation de 
ces tissus et, d’autre part, offrent une résistance mécanique face aux forces de compression, 
grâce à leur organisation et aux interactions qu’ils créent avec de nombreux partenaires de la 
matrice extracellulaire (Roughley et Lee., 1994). 
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D’un point de vue plus moléculaire, l’interaction entre les chaînes d’HS portées par des 
PG de la surface cellulaire et la fibronectine est, par exemple, très importante dans les 
adhésions cellules-matrices (Sekiguchi et al., 1983). Dans les interactions du même type, les 
GAGs peuvent interagir avec certains collagènes. Le collagène V interagit ainsi avec les HS 
pour renforcer l’adhésion cellulaire (LeBaron et al., 1989). Le collagène IV peut lui interagir 
via sa partie non collagénique avec les DS, alors que dans sa région composée de triples 
hélices, l’interaction sera spécifique des Hp/HS (Koliakos et al., 1989). Les collagènes I à VI 
ainsi que le collagène XIV sont connus pour posséder des sites de fixation à l’Hp/ HS ou aux 
DS (Delehedde et al., 2001). Toutes ces interactions font partie intégrante de l’organisation de 
la matrice et ont un rôle majeur dans l’adhésion cellulaire via les PG de surfaces. La laminine, 
une protéine de la matrice extracellulaire essentiellement présente dans les membranes 
basales, interagit également avec les GAGs de type HS ou CS (Sung et al., 1997 ; Talts et al., 
1999). Cette interaction semble importante pour l’adhésion cellulaire mais également lors de 
la polarisation cellulaire des épithélia (Delehedde et al., 2001). 
Les HS sont également connus pour fixer des molécules d’adhésion telles que PECAM-1 
(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) ou N-CAM (Neural Cell Adhesion 
Molecule) (Bernfield et al., 1999).  
In vitro, des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary Cell) dépourvues d’HS ne sont plus 
capables de s’attacher sur une surface recouverte de fibronectine et ne forment plus 
d’adhésion focale et de "F-actin stress fibers" (LeBaron et al., 1988). 
Les CS se trouvent également être impliqués dans des interactions avec des molécules de 
la matrice extracellulaire ou de la surface des cellules. Le versican, par exemple, interagit 
avec des molécules telles que les L-sélectines, les P-sélectines (des molécules d’adhésion de 
la surface cellulaire des leucocytes ou des cellules endothéliales) et encore les CD44. Ces 
interactions peuvent être inhibées par les CS E, par les DS ainsi que par les HS, uniquement 
dans les interactions concernant les L- et P-sélectines. Outre les HS, tous les CS et l’AH sont 
impliqués dans les interactions concernant le CD44 (Kawashima et al., 2000). 
 
1.3.6. Les GAGs permettent le stockage et le relargage de protéines 
 
Dans les mastocytes, lieu de production et de relargage de l’Hp, il a été démontré que l’Hp 
était essentielle pour le stockage de protéases telles que les MCP-4 ou MCP-5 (Mast Cell 
Protease), ou la carboxypeptidase A (MC-CPA) (Humphries et al., 1999 ; Forsberg et al., 
1999).  
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Dans le même registre, il a également été montré que les neutrophiles étaient capables 
d’agir face aux micro-organismes sous l’influx d’un signal potassique dépendant du pH, grâce 
à un relargage de protéases telles que l’élastase et la cathepsine G qui sont stockées associées 
à des GAGs (Reeves et al., 2002). 
Par ailleurs, les facteurs de croissance tels que les FGFs et les VEGF sont stockés, 
stabilisés, et protégés grâce aux interactions avec des chaînes de GAGs dans les membranes 
basales. Or, dans les phénomènes d’angiogenèse par exemple, sous l’action d’un stimulus tel 
que l’hypoxie et par le biais de l’héparanase (connues pour couper les HS), ces facteurs sont 
libérés et exercent à leur tour leurs fonctions angiogéniques (Vlodavsky et al., 2002). 
 
1.3.7. Les GAGs jouent le rôle de récepteurs d’attachement pour les pathogènes 
 
Outre les fonctions des GAGs essentielles à l’organisme qui les génère, les 
caractéristiques des glycosaminoglycannes peuvent également être utilisées par les 
pathogènes tels que certains parasites, bactéries ou virus. 
Parmi les pathogènes se servant des GAGs comme récepteurs d’ancrage, il y a les 
parasites tel que Plasmodium falciparum (responsable de la forme létale de la malaria),  
(Barragan et al., 1999) qui se fixe en particulier sur les CS A (Fried et al., 2006). Les GAGs 
peuvent également servir de site d’attachement pour des bactéries telles que Streptococcus 
pyrogenes, Streptococcus mutans, Staphylococcus, Helicobacter pylori (Bernfield et al., 
1999 ; Ruiz-Bustos et al., 2001). 
De nombreux virus sont également très affins des GAGs qu’ils utilisent pour s’adsorber à 
la surface des cellules avent de fusionner avec une cellule cible. Parmi les nombreux virus 
connus pour se fixer aux GAGs peuvent être cités : le VIH (Virus de l’Immunodéficience 
Humaine), le virus Herpès et aussi le virus de la Dengue (Pour revue, voir Lortat-Jacob et al., 
2005). Dans le phénomène d’infection, la fixation des virus aux cellules est une étape critique. 
Une fois le point d’ancrage trouvé et donc l’interaction avec les GAGs ou autres molécules 
d’ancrage faite, l’infection des cellules cibles sera plus aisée. Par exemple, il a été montré que 
les syndécans à la surface des macrophages étaient une classe abondante de "récepteurs" du 
VIH-1 (Saphire et al., 2001). D’autres travaux montrent que les syndécans sont capables de 
capturer et de protéger le virus sur des cellules endothéliales. Le virus garde alors toutes ses 
propriétés infectieuses, dans l’attente d’être présenté aux lymphocytes T (Bobardt et al., 
2003). Les revues de Spillmann (2001) et de Lortat-Jacob et al. (2005) expliquent plus en 
détail l’importance de ces interactions et le rôle qu’elles jouent dans l’infection virale. 
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Certaines bactéries ont également une manière tout à fait originale d’utiliser les GAGs. En 
effet, Pseudomonas aeruginosa est, par exemple, capable via un de ses facteurs de virulence, 
le LasA, d’induire le relargage de fragments de syndécans après l’activation de 
métalloprotéinases. Les fragments d’HS des syndécans ainsi relargués se fixent alors à la 
bactérie et lui permettent de détourner les processus de défense de l’organisme hôte (Park et 
al., 2001). 
 
1.3.8. Les GAGs localisent, concentrent et permettent les gradients de 
médiateurs 
 
Les GAGs sont largement impliqués dans les processus de signalisation cellulaire en 
modulant la biodisponibilité de messagers tels que les facteurs de croissance, les cytokines ou 
les chimiokines. La plupart des messages transmis par ce genre de protéines sont locaux et 
très souvent temporaires.  
Les chimiokines, de petites cytokines responsables du chimiotactisme (chemotactic 
cytokines a donné "chemokines") sont, pour la majorité, des protéines avec un pI d’environ 9, 
possédant des régions riches en acides aminés basiques, qui leur permettent d’interagir avec 
les GAGs (Lortat-Jacob et al., 2002). Dès leur sécrétion, les chimiokines sont capturées par 
les GAGs ce qui évite leur diffusion et donc permet d’avoir une concentration maximum du 
médiateur à l’endroit de leur sécrétion. Grâce aux propriétés cinétiques de ces interactions 
chimiokines-GAGs, les chimiokines peuvent se déplacer de GAG en GAG et ainsi constituer 
un gradient qui correspond au chimiotactisme. Les cellules circulantes peuvent alors, par 
exemple remonter jusqu’à un site d’inflammation en suivant le gradient chimio-attractants de 
facteurs ainsi formés sur l’endothélium et dans la matrice extracellulaire (Handel et al., 2005 ;  
Tanaka et al., 1993 ;  Gilat et al., 1994 ; Bernfield et al., 1999). Nous y reviendons dans : 1.4. 
Les GAGs dans l’inflammation. 
D’autres exemples peuvent être cités avec le MIP-1β (Macrophage Inflammatory Protein) 
et RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted) pour 
lesquels les HS de surface sont capables de les localiser, de créer un gradient proche de leurs 
lieux de production et également de les présenter à leur récepteur spécifique. Cela leur confère 
la capacité d’induire l’adhésion des lymphocytes T, une fonction qui est abolie lorsque les 
GAGs de surface ont été préalablement supprimés par voie enzymatique (Hoogewerf et al., 
1997 ; Kuschert et al., 1999 ; Proudfoot et al., 2003). 
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De même, il a été montré que les cellules progénitrices hématopoïétiques (HPC) sont 
guidées par des gradients de SDF-1 créés grâce aux PGs (Netelenbos et al., 2002 ; pour revue, 
voir Adam et al., 2006). De la même manière, l’injection de polysaccharides sulfatés 
(fucoïdan) à des souris ou à des singes, permet de déplacer le SDF-1α de la moelle osseuse au 
plasma, entraînant dans le même temps, un relargage dans le sang des HPC qui étaient 
confinées dans la moelle, là où le SDF-1α était présenté par les PGs (Sweeney et al., 2002). 
Ce travail illustre parfaitement lle rôle des GAGs dans la localisation de médiateurs locaux.  
 
1.3.9. Les GAGs protègent certaines protéines vis-à-vis de la protéolyse 
 
Les médiateurs déjà cités tels que les chimiokines, cytokines et facteurs de croissance, 
sont utilisés par l’organisme de façon localisée et souvent très temporaire. Leur élimination se 
doit d’être très efficace lorsque les besoins n’existent plus. Ils sont, d’une manière générale, 
extrêmement sensible à la protéolyse, et donc le temps de demi-vie de ces molécules est en 
général très court (Overall et al., 2002 ; Flannery, 2006). 
Le SDF-1α est, par exemple, sensible à la protéase à sérine CD26/dipeptidyl peptidase 
(DPP IV).  Cette protéase coupe la chimiokine à l’extrémité N-terminale ce qui lui fait perdre 
ses propriétés chimiotactiques. Or, il a été montré que les HS étaient capables de protéger 
SDF-1α vis-à-vis de cette protéase (Sadir et al., 2004). 
Les HS permettent également de protéger la protéolyse de facteurs tels que FGF-2, qui est 
lui sensible à la plasmine (Saksela et al., 1988) ou le TGFβ (Transforming Growth Factor β) 
(McCaffrey et al., 1994) , l’IL-7 (interleukine-7) (Clarke et al., 1995), et l’IFNγ (interféron 
gamma) dont les interactions avec les HS seront plus longuement détaillées dans le chapitre 
IV (Lortat-Jacob et Grimaud, 1991 ; Lortat-Jacob et al., 1996). 
Dans un autre registre, les HS permettent de conserver l’intégrité de gp120, une 
glycoprotéine de l’enveloppe du VIH sensible à l’action de la PDI (pour protein disulfide-
isomerase). Cette PDI clive deux des neuf ponts disulfures de gp120 pour permettre la fusion 
du virus avec la cellule cible. Or, il a été montré que l’interaction de gp120 avec les HS ne 
permettait plus à la PDI d’exercer son activité réductrice, exemple supplémentaire de la 
fonction protectrice des GAGs (Barbouche et al., 2005). 
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Figure 22: Importance des HS pour le recrutement leucocytaire au cours de
l’inflammation Suite à un stimulus inflammatoire, les macrophages présent dans les tissus 
produisent des cytokines tel que le TNF (tumour-necrosis factor) qui vont induire rapidement 
l’expression de molécules d’adhésions (P-selectine (Platelet) ou la E–selectine (Endotheliale)). 
L’interaction entre la P-selectine et des ligands comme le PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand 1) 
initie probablement la première phase d’adhésion des leucocytes sur la paroi endothéliale 
(Rolling). Ce phénomène de rolling est également consolidé par l’interaction entre les L-selectines
des lymphocytes et les HS des cellules endothéliales. Ces HS sont localisés à la surface cellulaire 
sous la forme d’HSPG qui peuvent être les syndécans. Par ailleurs, le phénomène de trancytose des 
chimiokines au travers la paroi endothéliale est dépendant des HS. Par exemple, les héparanes 
sulfates sont capables de présenter aux leucocytes dotés de récepteurs à chimiokine, les 
médiateurs tel que CXCL8 (CXC-chemokine ligand 8) produit par les macrophages avoisinant. Ce 
processus de reconnaissance active les intégrines leucocytaires et facilite ainsi l’adhésion. Les HS 
des cellules endothéliales peuvent assister la migration trans-endothéliale en interagissant avec 
des protéines telles que le kiniogène (qui régule la perméabilité vasculaire). Une fois la migration 
des leucocytes à travers l’endothélium, ils vont être guidées par les chimiokines dans la membrane 
basale qui sont présentés par des HSPG tels que le perlecan, l’agrine ou le collagène de type VIII. 
La migration des leucocytes dans la membrane basale sub-endothéliale nécessite le déploiement 
d’enzymes et protéases utiles pour solubiliser la matrice. L’héparanase est une enzyme sécrétée par 
les leucocytes, elle permet de dégrader les HS, et va dans le même temps libérer les facteurs de 
croissance qui étaient associés aux HSPGs. Cela peut conduire à une réponse inflammatoire 
chronique en induisant les processus d’angiogénèse et de remodelage tissulaire.
(d’après Parish 2006)
 
  113
1.4. L’implication des GAGs dans l’inflammation 
 
De par leurs interactions avec une large gamme de molécules via leurs chaînes de GAGs, 
les PGs se trouvent impliqués dans les différentes étapes observées lors des phénomènes 
inflammatoires tels que le recrutement de cellules de l’inflammation, le relargage, la diffusion 
et la régulation de médiateurs inflammatoires, ainsi que le réarrangement des matrices. 
 
1.4.1. Les GAGs et le recrutement des cellules mobilisées lors de l’inflammation 
 
Lors d’une réponse inflammatoire, après l’activation des médiateurs de l’inflammation, 
l’un des premiers évènements est le recrutement de cellules inflammatoires. Le recrutement 
de leucocytes dans les tissus est régulé par une succession d’interactions entre le leucocyte et 
l’endothélium rendues possible par des récepteurs d’adhésion tels que les intégrines, les 
sélectines et les PGs de surface (Figure 22). L’adhésion des leucocytes est en partie due à 
l’interaction de Mac-1 (Diamond et al., 1995) ou de la L-sélectine avec les HSPGs des 
cellules endothéliales (El Habbal et al., 1995, Wang et al., 2005). Dans des expériences 
vérifiant ce phénomène d’adhésion via les HS, l’injection de LMWH (Low Molecular Weight 
Hp) permet d’inhiber les phénomènes de "rolling", d’adhésion et d’extravasion de leucocytes 
à travers un endothélium stimulé au TNFα (Tumor Necrosis Factor) (Wan et al., 2001). Outre 
les interactions directes qui permettent l’adhésion des leucocytes, les PGs guident l’adhésion 
leucocytaire en immobilisant et présentant des chimiokines à la surface des endothélia, telles 
que MIP1β (Macrophage Inflammatory Protein 1β), l’IL-8 ou le PF-4 (Platelet Factor 4). Ces 
chimiokines induisent l’activation des intégrines des leucocytes et sont également les 
médiateurs de l’adhésion et de la transmigration à travers la paroi vasculaire (Tanaka et al., 
1993 ; Rot, 1992). Par ailleurs, l’expression de CD44  permet la fixation aux acides 
hyaluroniques. Cette interaction permet notamment l’adhésion des lymphocytes sur les parois 
endothéliales (Nandi et al., 2000). De plus, lors de phénomènes inflammatoires, l’expression 
de PGs peut généralement être induite. Leur présence peut alors modifier la fixation des 
cytokines et réguler la transduction de leurs signaux vers les cellules de l’inflammation. Par 
exemple, l’expression de syndécan-2 est induite sur les macrophages traités avec des 
médiateurs inflammatoires tels que le TNF-α et l’IL-8β (Interleukine 8β) (Clasper et al., 
1999).  
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1.4.2. Les GAGs et les médiateurs de l’inflammation 
 
La réponse inflammatoire est orchestrée par de nombreux facteurs tels que les cytokines, 
les facteurs de croissance, les cyclophilines, les protéases, les antiprotéases et les 
endoglycosidases provenant des cellules du site inflammatoire ou encore du plasma (Vaday et 
Lider, 2000 ; Carpentier et al., 1999 ; Allain et al., 2002 ; 2003 ; Vanpouille et al., 2004 ; 
Melchior et al., 2006). Leurs interactions avec les chaînes de GAGs confèrent aux PGs des 
propriétés essentielles de la réponse inflammatoire. Comme nous l’avons déjà détaillé, ces 
interactions permettent en particulier de localiser, concentrer, créer des gradients 
chimioattractants de protéines ou de protéger les cytokines ou facteurs de croissance des 
dégradations protéolytiques. En plus de cela, il convient de prendre en compte toute la 
machinerie de synthèse et d’expression des PGs et les nombreuses enzymes régulées par des 
facteurs pro-inflammatoires, enzymes qui permettent de dégrader les GAGs et de remodeler 
les matrices extracellulaires facilitant ainsi les migrations et l’infiltration des cellules de 
l’inflammation (Delehedde et al., 2002). 
Par exemple, vis-à-vis des chimiokines, qui sont le fil d’Ariane des leucocytes leur 
permettant de rejoindre le site d’inflammation, les HS sont connus pour avoir trois fonctions  
principales. La première est relative à l’interaction proprement dite puisqu’elle concerne la 
protection et leurs capacités à participer à l’oligomérisation des chimiokines (Sadir et al., 
2004 ; Vives et al., 2002 ; Hoogewerf et al., 1997). La seconde fonction est d’immobiliser la 
chimiokine sur la surface laminale des cellules endothéliales et de permettre la création d’un 
gradient chimioattractant (Middleton et al., 2002). Enfin la troisième fonction, concerne le 
processus de transcytose c’est-à-dire le processus selon lequel les chimiokines vont pouvoir 
traverser la barrière endothéliale. Ce cheminement est clairement rendu possible par les 
HSPGs, comme cela a été particulièrement bien décrit pour l’IL-8 (Middleton at al., 1997). 
Une fois la première barrière endothéliale passée, les leucocytes doivent pouvoir gagner le 
site de l’inflammation et pour cela, franchir la membrane basale sub-endothéliale pour 
pouvoir continuer leur migration. Le perlécan, le collagène XVIII et l’agrine sont des 
constituants majeurs de la membrane basale formant un réseau très dense qui rend la 
migration cellulaire difficile. Les leucocytes doivent donc déployer une large gamme 
d’enzymes de dégradation. Ainsi, pour faciliter la migration, le désassemblage de la matrice 
est rendu possible par des enzymes, les protéases bien sûr, mais aussi par des enzymes plus 
particulièrement spécifiques des GAGs telle que l’héparanase qui coupe les HS. L’effet de 
l’héparanase est double : elle va à la fois faciliter la migration en désassemblant la matrice, et 
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Figure 23: Les stades de la progression tumorale
La prolifération tumorale (a) est la première étape, à la base de la progression 
tumorale. b | Pendant l’invasion, les cellules tumorales dégradent et migrent à travers 
les membranes basales et les matrices extracellulaires. c | Les cellules tumorales 
disséminées dans le courant circulatoire s’agrègent avec des cellules hôtes tells que les 
plaquettes et les lymphocytes et éventuellement vont se loger dans les petits vaisseaux 
des organes à distance.  d | Pour une croissance pathologique des tumeurs primaires ou 
des métastases, les processus d’angiogénèse sont nécessaires. 
Dans chacun de ces processus, les GAGs ou la dégradation des GAGs rentrent en jeu. 
(d’après Fuster et Esko, 2005)
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dans le même temps libérer les cytokines ou autres facteurs pro-inflammatoires stockés par les 
HS des PGs et ainsi accroître la réponse inflammatoire (Parish, 2006). 
 
1.5. L’implication des GAGs dans les cancers 
 
Les GAGs et les PGs ont une importance majeure dans les processus liés au 
développement et la progression des cancers (Figure 23). Des changements dans leur niveau 
d’expression, ou dans celui des enzymes responsables de leur biosynthèse ou de leur 
dégradation (Narita et al., 2006) ont souvent été corrélés aux différents stades de la 
progression tumorale. De nombreuses données mettent en évidence l’implication des GAGs 
dans les cancers (Pour revue Sanderson et al., 2004 ; Toole, 2004 ; Sasisekharan et al., 2002 ; 
Iozzo, 2005 ; Yip et al., 2006 ; Filmus, 2001). 
 
1.5.1. La croissance et la prolifération des cellules cancéreuses 
 
Une des caractéristiques des cellules cancéreuses est leur capacité à proliférer rapidement. 
Ce phénomène est en partie contrôlé par les HSPGs de surface qui servent, soit de co-
récepteurs, soit tout simplement à localiser, concentrer et potentialiser l’activité de différents 
facteurs de croissance tels que le FGF-2, le FGF-1, ou le VEGF (Bernfield et al., 1999). C’est 
alors l’action de l’héparanase qui va les libérer de leur lieu de "stockage" en digérant les 
chaînes d’HS pour permettre d’exercer leurs activités (Vlodavsky et al., 2006). Les PGs à 
chondroïtine/dermatane sulfate (CS/DSPGs) semblent également jouer un rôle dans le 
contrôle de la transduction de signaux. Par exemple, le MCSP (Melanoma CS Proteoglycan) 
facilite la progression de mélanomes en induisant les voies ERK 1 et 2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase) et  FAK (Focal Adhesion Kinase) qui sont deux voies importantes pour la 
croissance et l’invasion tumorale (Yang et al., 2004). La décorine, quant à elle, est capable, en 
modulant l’activité du récepteur EGF (Epidermal Growth Factor), de contrôler la prolifération 
cellulaire (Reed et al., 2005). Récemment, il a également été démontré que l’enzyme 
"hyaluronan synthase 2", en partie responsable de la synthèse de l’AH, était capable de 
réguler la signalisation via ErbB-2 sur des cellules cancéreuses du sein (Ghatak et al., 2005) et 
que sa suppression empêchait la prolifération de ce type cellulaire (Udabage et al., 2005). 
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1.5.2. Les phénomènes d’invasion et de métastase des cellules cancéreuses 
 
Les capacités des cellules cancéreuses à migrer et à venir se loger dans les tissus 
avoisinants impliquent des changements dans l’expression des molécules de la surface 
cellulaire, ainsi que dans l’expression des enzymes responsables de la dégradation de la 
matrice extracellulaire.  
Comme nous l’avons dit, les PGs et les GAGs sont des constituants majeurs de la matrice 
extracellulaire et l’expression des PGs à la surface des cellules permet les interactions 
cellules/matrice extracellulaire. Ainsi, des changements de leur expression peuvent réduire les 
interactions des cellules et promouvoir l’invasion des cellules cancéreuses. Par exemple, le 
versican produit par des cellules cancéreuses de prostate, inhibe l’adhésion cellulaire à la 
fibronectine (Sakko et al., 2003). De même, les syndécans en relation avec les intégrines 
(Bernfield et al., 1999) et l’acide hyaluronique via le CD44 (Toole 2004) contribuent à la 
mobilité des cellules cancéreuses, notamment grâce à l’activation du cytosquelette. De plus, 
les cellules cancéreuses ont la particularité de secréter des enzymes telles que les 
metalloprotéinases, les héparanases ou les hyaluronidases pour pénétrer dans les membranes 
basales et dans les matrices extracellulaires afin d’atteindre les tissus avoisinants (Sanderson 
et al., 2004 ; Cohen et al., 2006). 
Les métastases résultent de la dissémination de cellules cancéreuses dans la circulation et 
notamment des interactions que ces dernières peuvent créer avec les cellules endothéliales, les 
leucocytes ou encore les plaquettes. Toutes ces interactions guident la colonisation des 
organes ou tissus par les cellules tumorales. L’héparanase, par exemple, facilite les métastases 
en dégradant les HS (Maxhimer et al., 2002 ; Murry et al., 2006 ; Marchetti et al., 2001 ; 
Vlodavky et al., 2006). La dégradation partielle du syndécan-1 rend ce PG soluble et 
circulant. Cet ectodomaine ou forme non-glycosylée lui permet de réguler l’adhésion de 
cellules cancéreuses aux endothélia des vaisseaux sanguins ou lymphatiques et, ainsi, de 
promouvoir leur association avec différentes cellules hôtes initiant les métastases (Götte et al., 
2002 ; Yang et al., 2005 ; Ma et al., 2006). En revanche, in vivo, l’effet antimétastatique de 
l’héparine a été attribué à l’interférence qu’elle générait avec les P-sélectines endothéliales 
(Ludwig et al., 2004). 
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1.5.3. Les GAGs et l’angiogenèse 
 
Au delà de 2 mm les tumeurs cancéreuses ou métastases ont besoin d’un support nutritif 
que seul le système vasculaire peut combler. C’est pourquoi, très rapidement autour d’une 
tumeur, le phénomène d’angiogenèse prend place. Les principaux facteurs guidant le 
processus d’angiogenèse sont les VEGFs (vascular endothelial growth factors), les FGFs 
(Fibroblasts Growth Factors) et les angiopoïetines. Cependant, les PGs et les GAGs sont 
également impliqués, puisque chacun des facteurs cités se lie à l’héparine ou aux HS. 
Récemment, il a été montré que chez des souris déficientes en syndécan-1, l’angiogenèse 
était accrue (Götte et al., 2002). Chez les souris transgéniques qui à l’inverse surexpriment ce 
PG, les vaisseaux sanguins étaient tous anormalement dilatés (Elenius et al., 2004). Ce constat 
place le syndécan-1 dans une position où sa régulation apparaît essentielle au contrôle de 
l’angiogenèse et de la vascularisation.  
Comme il a déjà été mentionné, l’héparanase permet l’induction de l’angiogenèse en 
libérant les facteurs angiogéniques tels que le FGF-2 et le VEGF (Zetser et al., 2006). 
L’inhibition de l’expression du perlécan par un anti-sens ou l’observation de souris 
déficientes en perlécan révèle une diminution de l’angiogenèse autour des tumeurs et une 
baisse de la croissance tumorale (Sharma et al., 1998 ; Zhou et al., 2004). 
Les CS peuvent, eux aussi, avoir un effet anti-angiogénique en inhibant la migration 
transendothéliale de monocytes (Liu et al., 2005). La décorine est également capable de 
supprimer l’angiogenèse tumorale en inhibant la production de VEGF par les cellules 
cancéreuses (Grant et al., 2002). 
 
1.6. Les fonctions des Dermatanes Sulfates (DS) en particulier 
 
La plupart des fonctions de GAGs illustrées jusqu’à ce jour font souvent référence à des 
études qui prennent exclusivement en compte les HS ou l’héparine. Cependant, de plus en 
plus de données viennent nous éclairer sur l’importance des chondroïtines et des dermatanes 
sulfates (CS et DS). A l’image de l’Hp ou des HS, les CS/DS sont également impliqués dans 
le développement embryonnaire, l’homéostasie, le système cardiovasculaire, la tumorigenèse, 
ainsi que dans la réponse inflammatoire, la cicatrisation, les fibroses ou les infections. Ils 
semblent donc essentiels au contrôle de la destinée cellulaire. Au même titre que l’Hp ou les 
HS, les CS (dont le DS n’est qu’une variante résultant de l’épimérisation en C5 de l’acide 
glucuronique) ont une influence importante sur les différentes molécules présentes dans le 
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même micro-environnement. Les DS ont, en plus des HS, la particularité d’être les GAGs 
principalement exprimés dans des tissus particuliers comme la peau ou les cartilages. Par 
ailleurs, ils sont fortement relargués dans la circulation lors de la cicatrisation.  
 
1.6.1. Les DS ont une activité anti-coagulante 
 
Une des interactions impliquant les DS qui est la plus étudiée aujourd’hui est celle qu’ils 
ont avec l’héparine cofacteur II (HCII). L’HCII est en fait un homologue de l’antithrombine 
III. Il inhibe donc les protéases à sérine telle que la thrombine, d’où la propriété anti-
coagulante des DS. Cet effet peut être 1000 fois supérieur en présence soit de DS, soit d’Hp. 
Dans le cas de l’Hp, un complexe ternaire héparine/HCII/fibrine peut se former alors que dans 
le cas du DS, seule une interaction DS/HCII semble nécessaire. Les DS sont plus efficaces 
que l’héparine lorsque la thrombine est liée à la fibrine. Les DS pourraient être un bon moyen 
de traitement ou de prévention des thromboses (Liaw et al., 2001). Cette interaction semble 
relativement spécifique des sulfates et non de la charge globale du DS. Ainsi un DS de 
composition disaccharidique IdoA(2S)-Gal(4S) peut activer l’HCII alors qu’un DS de 
composition IdoA(2S)-Gal(6S) ne le fait pas (Mulloy, 2005). 
Les DS peuvent également influencer la coagulation en potentialisant l’effet de l’APC 
(Activated Protein C) qui est un autre inhibiteur de la cascade de coagulation (Fernandez et 
al., 1999). 
 
1.6.2. Les DS et la matrice extracellulaire 
 
Les DS sont abondants dans la peau et les cartilages, deux régions où les matrices 
extracellulaires ont une importance majeure (Towbridge et Gallo, 2004). Dans ces matrices 
extracellulaires, la chaîne de DS de la décorine est par exemple capable de se fixer à la 
ténascine-X, protéine colocalisée avec les fibres de collagènes (Elefteriou et al., 2001). Or, les 
patients déficients en ténascine-X ou les souris dépourvues de décorine présentent une peau 
d’une extrême fragilité (Burch et al., 1997 ; Danielson et al., 1997). Cela suggère que 
l’association entre la ténascine-X et les collagènes est rendue possible grâce à la chaîne de DS 
de la décorine et que cette fonction de "liant" est nécessaire pour l’intégrité de la peau.  
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1.6.3. Les DS et les facteurs de croissance 
 
Les facteurs qui lient les HS ou l’Hp les plus étudiés jusqu’à ce jour sont, sans aucun 
doute, les membres de la famille des FGFs (Harmer, 2006). Certains membres de cette famille 
interagissent avec les DS qui sont également capables de promouvoir l’activité des facteurs de 
croissance comme peuvent le faire les HS (dès lors que les fragments oligosaccharidiques sont 
assez longs) (Taylor et al., 2005). Les DS peuvent même avoir un effet plus important que les 
HS sur la potentialisation de l’effet du FGF-2 dans la prolifération cellulaire (Penc et al., 
1998). Ainsi, lors de l’ajout de chondroïtinase B, les fibroblastes du derme deviennent moins 
sensibles à l’effet de prolifération induite par le FGF-2, en raison de la perte de leurs DS 
(Denholm et al., 2000 ; 2001). 
Les DS se lient également au HGF/SF (Hepatocyte Growth Factor / Scatter Factor). Le 
HGF/SF est impliqué dans l’embryogenèse, la morphogenèse, la différenciation, la mobilité 
cellulaire, la régénération tissulaire et aussi dans l’angiogenèse (Kemp et al., 2006). Un 
dérèglement dans la signalisation via son récepteur tyrosine kinase (c-met) induit un 
processus de tumorigenèse ou de métastases dans de nombreux cancers. Les DS interagissent 
avec le HGF/SF mais avec une affinité 10 à 100 fois plus importante que les HS (Lyon et al., 
1998 ; Delehedde et al., 2002 ; Catlow et al., 2003). Dans le cas des HS, cette interaction avec 
le HGF/SF nécessite au minimum un octasaccharide qui possède des IdoA non sulfatés avec 
une GalNAc (4S) (Lyon et al., 1998). 
 
1.6.4. Les DS et les cytokines ou chimiokines 
 
Parmi la cinquantaine de chimiokines recensées, nombreuses sont celles qui ont la 
capacité de lier, via des rassemblements d’acides aminés basiques, les CS/DS. C’est le cas 
notamment de l’IL-8, des MIP-1α et β (Macrophage Inflammatory Peptide), de RANTES 
(Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted) et de MCP-1 (Monocyte 
Chemoattractant Protein) (Kuschert et al., 1999). 
L’exemple de la chimiokine RANTES peut être cité. Cette chimiokine est capable de lier 
les GAGs avec des affinités différentes. Ainsi Proudfoot et al. (2001) ont classé les affinités 
de RANTES vis-à-vis des GAGs de la manière suivante : Hp>DS>HS=CS. L’IdoA des DS 
semble donc être important puisque l’affinité pour les DS est 500 fois supérieure à celle des 
CS (Kuschert et al., 1999).  
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L’interféron gamma (IFNγ), qui fera l’objet du quatrième chapitre, est impliqué dans la 
réponse immunitaire ou inflammatoire. En plus de ses interactions bien caractérisées avec les 
HS, il interagit également avec les DS. Cette interaction avec les DS de mastocytes permet, 
indépendamment du récepteur à IFNγ (IFNγR), de présenter la cytokine aux macrophages et 
d’induire, via l’IFNγR, la production d’oxide nitrique (NO) chez les macrophages (Brooks et 
al., 2000). 
 
1.6.5. Les DS et les pathogènes 
 
Outre les fonctions de récepteur d’attachement pour les pathogènes, les DS et DSPGs sont 
en partie utilisés par des pathogènes pour modifier la résistance de leur hôte. En effet, les 
pathogènes comme Pseudomonas aeruginosa, Enteroccocus faecalis ou Streptococcus 
pyogenes relarguent des protéinases qui clivent la partie protéique des DSPGs tels que la 
décorine, libérant ainsi les chaînes de DS (Schmidtchen et al., 2001). Les défensines et les 
cathélicidines sont de courts peptides cationiques essentiels pour la résistance aux infections 
(Nizet et al., 2001). Les DS ainsi libérés peuvent se fixer et inhiber les peptides cationiques 
anti-microbiens tel que l’α-défensine. De ce fait, l’inactivation de ces peptides causée par les 
interactions avec les DS est un moyen efficace utilisé par les pathogènes pour augmenter leur 
potentiel infectieux. 
 
1.6.6. Les DS dans la cicatrisation 
 
Les DS sont un constituant majeur de la peau et représentent environ 0,3 % de son poids 
sec. Les deux couches supérieures de la peau sont le derme et l’épiderme. Le terme de 
dermatane sulfate dérive en fait de "derme", ce constituant de la peau directement en contact 
avec le monde extérieur. La localisation préférentielle de ces GAGs et leurs fonctions dans la 
coagulation, la croissance cellulaire et les défenses immunitaires sont des éléments importants 
qui favorisent leur implication dans les processus de cicatrisation. 
Lors d’une blessure, parmi tous les PGs solubles sécrétés, la majorité sont des DSPGs (8 à 
23 µg/mL) (Penc et al.,1998). Ce mélange de PGs est capable de potentialiser l’effet du FGF-
2 (facteur important pour la réparation des tissus) dans la prolifération cellulaire. Il a été mis 
en évidence que cet effet était dû majoritairement aux DSPGs et non aux HSPGs (Penc et al., 
1998). 
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De même, il se trouve que seuls les DS (Hp, HS ou autres CS n’ont aucun effet) sont 
capables d’induire l’expression d’ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) par le NF-κb 
(Nuclear Factor-kappa b) et donc de permettre une meilleure adhésion leucocytaire sur les 
parois endothéliales lors de la cicatrisation, et d’une manière étroitement liée lors de 
processus inflammatoires (Penc et al., 1999). 
 
2. APPLICATIONS THERAPEUTIQUES DES GAGS 
 
2.1. L’UTILISATION THERAPEUTIQUE DE GAGS NATURELS  
 
2.1.1. Utilisation de l’acide hyaluronique 
 
L'acide hyaluronique est présent naturellement dans divers tissus du corps, comme la 
peau, le cartilage, et l'humeur vitrée de l’oeil. Il est donc adapté aux applications biomédicales 
visant ces tissus.  
Le premier produit biomédical à base d’AH, Healon®, qui est toujours utilisé à l’heure 
actuelle, a été développé dans les années 1970 et approuvé pour des usages en chirurgie 
ophtalmique (i.e. transplantation de cornée, cataracte, glaucome, etc.). L'AH est également 
utilisé pour traiter l'ostéoarthrite du genou (Bellamy et al. 2006). De tels traitements sont 
administrés sous forme d'injections dans l'articulation du genou. On leur prête le pouvoir 
d'augmenter la viscosité du liquide synovial et de lubrifier ainsi l'articulation.  
Dans certains cancers, les taux d’AH sont en corrélation avec la malignité et avec un 
pronostic défavorable. Dès lors, l'AH est souvent utilisé comme marqueur tumoral comme 
dans le cas du cancer de la prostate (Lokeshwar et al., 2005) et celui du sein (Corte et al., 
2006). Il peut également être utilisé pour suivre l'évolution de la maladie.  
L’AH est également utilisé en médecine esthétique depuis quelques temps. 
 
Dans le traitement de la gonarthrose (arthrose du genou) 
On sait depuis plus d'un siècle que la viscosité du liquide articulaire est due à la présence 
d'un polysaccharide. En 1934, Meyer et Palmer réussirent à l'isoler et à définir chimiquement 
sa structure primaire. Ils le baptisent alors "acide hyaluronique". Les années 50 ont permis de 
préciser sa structure macromoléculaire sous forme sodique libre dans le liquide synovial et de 
caractériser ses propriétés et ses fonctions rhéologiques dans l'écologie articulaire.  
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3 / 2 ml2 000 000Anika (USA)Orthovisc(1999 - Canada)
3 / 2 mlannoncé pour 4 000 000LCA (France)Arthrum (France)
essais avec 51,8 - 2 000 000Roussel (Japon)NRD 101
3 / 2 ml7 000 000 + gelBiomatrix (USA)Synvisc(1992 - Canada)
3 à 5 / 2 ml500 - 750 000Fidia (Italie)Hyalgan(1988 - Italie)
2 / 2 ml2 000 000Biotrics Inc. (USA)Healonnon commercialisé
5 / 2ml600 - 1 200 000Seikagaku (Japon)Artz (1987 - Japon)
N. d’infjections
/ Dose unitaire
Poids 
Moléculaire 
moyen (Da)
LaboratoireNom commercial (année commercialisation)
Figure 24: Les différentes préparations commerciales d’acide hyaluronique 
existantes (données de 2000)
(http://www.maitrise-orthop.com/corpusmaitri/orthopaedic/95/maheu/maheu.shtml)
  124
L'arthrose est une dégénérescence du cartilage des articulations qui conduit à la destruction 
plus ou moins rapide du cartilage qui enrobe l’extrémité des os. Le nombre de patients 
arthrosiques consultant chaque année en France est estimé à 3,5 millions. La gonarthrose ou 
arthrose du genou évolue au début le plus souvent sur un mode intermittent (poussées 
douloureuses, entrecoupées d'intervalles calme), puis continu. Les symptômes principaux sont 
la douleur et la gêne fonctionnelle. Lors de poussées douloureuses inflammatoires, une 
hydrarthrose nécessitant une ponction évacuatrice,  peut avoir lieu.  
L'AH est, à lui seul, responsable de la viscosité et de l'élasticité du liquide synovial des 
articulations. La diminution de sa concentration et de son poids moléculaire dans une 
articulation pathologique concourt à l'augmentation des phénomènes inflammatoires 
synoviaux et donc à l'aggravation de l'agression du cartilage. L’ensemble des propriétés que 
possède l'AH a conduit au développement du concept de «viscosupplémentation» (Peyron et 
al., 1993). Ce concept se fonde sur l'hypothèse, toujours discutée, que les injections intra-
articulaires d'AH pourraient : i) restaurer les constantes rhéologiques du liquide synovial, ii) 
promouvoir la synthèse d'un AH de PM plus élevé et donc plus fonctionnel, iii) améliorer 
ainsi la mobilité et la fonction articulaire, iv) présenter en plus, une action antalgique.  
En 1966, les premières injections intra-articulaires d'AH ont été réalisées chez des 
chevaux de course atteints d'arthropathies post-traumatiques. Ce traitement leur a permis de 
reprendre un entraînement normal (Nizolek et White, 1981 ; Butler et al., 1970). De même, 
Rydell et Balasz (1972), Peyron et Balasz (1974), puis Weiss (1980) ont injecté une fraction 
d'un sel sodique d’AH dans des genoux arthrosiques humains obtenant des résultats pertinents 
sur la symptomatologie.  
Aussi, depuis une quinzaine d'années, les essais cliniques visant à apprécier l'efficacité de 
l’administration de l’AH dans l'arthrose, principalement au niveau genou, se sont multipliés 
(Maheu et al., 1994). Le poids moléculaire des AH testés varie beaucoup, allant de 500 000-
750 000 Da pour le Hyalgan® à 7 millions pour le Synvisc® (Figure 24). 
A partir de ces différentes préparations dont la liste n’est certainement pas exhaustive, 
près de 40 essais cliniques réalisés dans la gonarthrose peuvent être recensés. 
La Figure 25 présente les résultats des principales études menées avec une méthodologie 
conforme aux exigences actuelles des essais cliniques dans l'arthrose.  
Pour synthétiser les résultats des études réalisées, la plupart des essais cliniques conduits 
avec l'AH mettent en évidence une supériorité sur le placebo dans la gonarthrose, quelque soit 
le produit utilisé. Trois essais se sont révélés négatifs. Le bénéfice clinique débute, selon les 
auteurs entre deux et quatre semaines après la première injection et peut se prolonger jusqu'à 
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N = nombre ; DA = double aveugle ; GP = groupes parallèles ; R = randomisée ; M = mois ; AH 
= acide hyaluronique ; S = semaine ; SA = simple aveugle ; AINS = anti-inflammatoires non 
stéroïdien.
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R
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Martin 
(1994)
AH > placebo3 M595DA, GP, R
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R
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Adams 
(1993)
AH > pbo chez pts
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R
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Moreland
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Figure 25: Principaux essais cliniques publiés comparant l’utilisation de l’acide 
hyaluronique contre placebo dans la gonarthrose (données de 2000) 
(http://www.maitrise-orthop.com/corpusmaitri/orthopaedic/95/maheu/maheu.shtml)
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six mois ou un an après le début du traitement. L'action est symptomatique et se marque par 
une diminution de la douleur et de la gêne fonctionnelle. La consommation d'antalgiques ou 
d'AINS (Anti-Inflammatoire Non Stéroïdiens) a été diminuée chez les patients traités. Les 
traitements à répétition semblent avoir encore plus d’effets bénéfiques (Kolarz et al., 2003). 
Actuellement sur le marché français, plusieurs préparations d'AH sont disponibles, toutes 
commercialisées en qualité de dispositif médical avec : le Synvisc®, l'Arthrum®, l'Orthovisc® 
(ou Viscorneal Ortho®) et le Hyalgan®. Trois sont d'origine aviaire: le Hyalgan® et 
l’Orthovisc®, issus de crêtes de coq, ainsi que le Synvisc®, polymère de très haut poids 
moléculaire. L’Arthrum® est obtenu par fermentation de streptocoques. Ils sont indiqués dans 
la gonarthrose symptomatique, c'est-à-dire douloureuse. Ils apportent le bénéfice d'un 
traitement anti-arthrosique d'action lente mais prolongée. 
 
L’acide hyaluronique en ophtalmologie 
En ophtalmologie, en 1968-70, l'utilisation de l'acide hyaluronique (Healon), introduit 
sous l'endothélium cornéen comme facteur de « visco-supplémentation » en complément de la 
chirurgie de la cataracte est utilisé pour la première fois et connaît un succès rapide. De nos 
jours, des collyres à base d’AH sont accessibles pour une utilisation quasi-quotidienne lorsque 
l’oeil est irrité (Oxyal®). 
 
L’acide hyaluronique pour les gencives 
L’AH se trouve être également utilisé par les dentistes. En effet, des produits tels que le 
Hyalugel® (délivré en spray) sont utilisés pour favoriser la cicatrisation des gencives. 
 
L’utilisation "semi médicale" de l’acide hyaluronique 
L’utilisation "non thérapeutique" de l’AH est en plein essor. En effet, ses propriétés 
hydratantes (l’AH peut retenir jusqu’à mille fois son propre poids en eau) en font un 
ingrédient de base dans la confection de produits cosmétologiques, servant alors d’humectant 
de la peau et remplaçant peu à peu la glycérine. Outre ses capacités hydratantes, les 
laboratoires Pierre Fabre ont récemment découvert que des fragments courts d’AH sont 
capables de pénétrer dans la peau et permettent d’activer le mécanisme des rétinoïdes qui 
stimulent la synthèse de collagène et d’élastine. Ces fragments d’AH permettent également 
d’induire la synthèse naturelle d’AH par la peau. Cette activité régénératrice est par exemple 
utilisée dans la gamme Eluage® d’Avène. 
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Depuis quelques années, l’AH est également utilisé en médecine esthétique comme produit de 
comblement des rides. Des produits à base d’AH tels que Restylane®, Juvederm®, 
Hydrafill®, Téosyal®, Hyaluderm®, Surgiderm®, sont utilisés par les médecins en 
remplacement du collagène, car les risques d’allergies sont moindres et l’effet dure plus 
longtemps (6 à 18 mois). Par ailleurs, sa résorbabilité empêche tout accident esthétique 
définitif. 
 
2.1.2. Les CS pour soulager l’ostéoarthrose (OA) 
 
L’ostéoarthrose (OA) et les douleurs musculo-squelettales qui lui sont associées sont l’une 
des causes majeures d’invalidité aux Etats-Unis et dans de nombreux pays développés. Les 
causes de l’ostéoarthrose sont multifactorielles. Bien que l’âge soit un des facteurs principal, 
les facteurs mécaniques, hormonaux, environnementaux (sport, surpoids) et génétiques ne 
peuvent pas être exclus. L’OA qui touche les articulations, devient symptomatique lorsque les 
jonctions articulaires sont tellement endommagées que cela occasionne des gênes et des 
douleurs. La détérioration de ces jonctions articulaires est principalement due à une 
dégradation, une perte et/ou un non renouvellement du cartilage, constituant majeur des 
articulations. En plus des dommages occasionnés par l’absence de ces cartilages, les 
fragments de dégradation de ces derniers peuvent être antigéniques et ainsi provoquer une 
réaction inflammatoire qui vient s’ajouter aux douleurs dues aux frottements articulaires. Le 
cartilage des jonctions articulaires est composé à 98 % de matrices extracellulaires (dont 
principalement des collagènes fibrillaires et des PGs tel que le CSPG aggrécan) et seulement 
par 2 % de cellules. Les fonctions principales conférées aux CSPGs sont l’hydratation et les 
propriétés de résistance aux compressions mécaniques du cartilage. 
L’idée de "remplacer" les CS manquant dans le cartilage pour soulager l’OA a donc été 
testée (Figure 26) et différentes études cliniques se révèlent plutôt satisfaisantes même si ce 
n’est pas un traitement radical (McAlinton, 2000). Tous ces essais permettent aux laboratoires 
Genevrier de commercialiser : Chondrosulf® (ou Condrosulf) comme anti-arthrosique. Les 
CS sont également utilisés en association avec la glucosamine pour soigner l’ostéoarthrite. 
Les laboratoires SFB commercialisent par exemple le mélange sous forme de "gélules 
végétales". 
 En plus de reconstituer le cartilage, l’administration de CS peut avoir un effet secondaire 
tout à fait intéressant. L’administration orale de CS ou de Chondrosulf®, semble avoir un 
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important effet anti-inflammatoire (au moins chez le rat) ce qui va dans le sens du traitement 
nécessaire au soulagement de l’OA (Ronca et al., 1998 ; Distler et Anguelouch, 2006). 
De manière anecdotique, les CS sont d’autre part utilisés en collyre pour des larmes 
artificielles (Lacrypos®). 
 
2.2. LES MIMETIQUES DES GAGs 
 
2.2.1. Le pouvoir anti-coagulant de l’héparine 
 
Lorsque l’on parle d’interactions entre les GAGs et les protéines, l’interaction de 
l’héparine avec l’antithrombine III (ATIII) est l’exemple de référence. Cette interaction est la 
mieux caractérisée et a permis le développement du premier mimétique de l’héparine, 
actuellement sur le marché, comme médicament anti-thrombotique. Parce que cette "histoire" 
est pour l’instant unique et inévitable lorsque l’on parle d’interactions GAGs-protéines, les 
étapes qui ont menées de la découverte de l’interaction au développement d’un médicament 
seront détaillées ci-après. 
 
2.2.1.1. L’héparine rencontre l’ATIII : une histoire fluide et ″sang accroc″ 
 
Le fait que la thrombine soit inhibée (et donc qu’elle ne puisse plus exercer ses fonctions 
d’agent coagulant) lorsqu’elle est ajoutée à un plasma sans fibrine (la fibrine étant le produit 
de l’action de la thrombine sur le fibrinogène permettant la coagulation) a été observé dès le 
19ème siècle (Contejean, 1895). Cela a été associé à la présence d’un inhibiteur spécifique de 
l’enzyme appelé l’antithrombine ou ATIII. Quelque temps après, en 1916, Mc Lean 
découvre par hasard l’existence de l’héparine ainsi que ses propriétés anticoagulantes 
(Mc Lean, 1916). Ce n’est qu’en 1939 que l’Hp apparaît être un anti-coagulant efficace 
uniquement en présence d’un composé plasmatique, appelé initialement l’héparine cofacteur 
(Brinkhous et al., 1939). L’utilisation clinique de l’héparine comme agent anticoagulant se 
fait dès 1937 (Messmore, 2004). Le lien entre l’héparine cofacteur et l’ATIII n’a été fait que 
dans les années 1950. A ce moment là, il était suggéré que l’activité de l’ATIII était 
accéléré par l’héparine (Waugh et Fitzgerald, 1956 ; Monkhouse et al., 1955). Cette 
supposition a été validée en 1968 par les travaux de Abildgaard, qui purifia pour la première 
fois de l’ATIII (Abildgaard, 1968), puis confirmée par les travaux de l’équipe de Rosenberg 
en 1973 (Rosenberg et Damus, 1973 ; Damus et al., 1973). 
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La notion de spécificité de l’interaction entre l’Hp et l’ATIII sera en fait initiée en 1976 
par le groupe de Rosenberg. En centrifugeant, un mélange d’Hp et d’ATIII sur un gradient de 
sucrose, il observa que 1/3 seulement de l’héparine avait migré avec l’ATIII, alors que les 2/3 
restant n’avaient pas changés de place bien qu’ayant utilisé un excès d’ATIII. Cela signifiait 
donc que seulement certains fragments "actifs" d’héparine étaient capables de former 
un complexe avec l’ATIII. Il a également démontré que seuls ces fragments actifs d’héparine 
avaient un effet anticoagulant. Au même moment, l’équipe de Lindahl utilisa les techniques 
de chromatographie d’échanges d’ions et de filtration sur gel pour séparer ces différentes 
"espèces" d’héparine ou différents fragments d’héparine issus de dégradations enzymatiques. 
Ils révélèrent que seule une fraction d’héparine de charge très négative fixait l’ATIII et avait 
des effets anticoagulants (Höök et al., 1976). Ces fragments possédant constitutivement ces 
propriétés avaient au minimum la taille d’un hexasaccharide (Hopwood et al., 1976). La 
même année, une autre équipe s’est intéressée à l’effet de la taille de ces fragments d’héparine 
liant l’ATIII sur différents facteurs de la coagulation. L’étude révéla que l’inhibition de la 
thrombine par l’ATIII nécessitait un fragment d’héparine relativement long alors que 
l’inhibition du facteur Xa était indépendante de la taille du fragment d’héparine capable 
de fixer l’ATIII (Andersson et al., 1976).  
Les études successives menées ensuite par les équipes de Rosenberg et de Lindahl ont 
permis d’obtenir plus d’informations sur la structure du fragment d’Hp pouvant lier l’ATIII. 
En particulier, Lindahl et ses collaborateurs proposèrent qu’un octasaccharide contenant une 
séquence tetrasaccharidique semblait importante pour l’interaction avec l’ATIII et pour 
l’activité anticoagulante de l’Hp (Thunberg et al., 1980). Le groupe de Choay, de son côté, 
ayant souhaitait identifier la séquence oligosaccharidique nécessaire et suffisante pour inhiber 
le facteur Xa dans le but de la produire par synthèse chimique. Comme Lindahl venait de le 
montrer, ils purent identifier un octasaccharide anticoagulant qui avait une partie de sa 
séquence commune avec l’octasaccharide de Lindahl (Choay et al., 1980 ; Choay et al., 
1981a). La collaboration de l’équipe de Choay avec le groupe de Casu pour la RMN de cet 
octasaccharide a permis l’identification d’un élément rare dans le spectre RMN d’un tel 
polysaccharide. Dans le même temps, la collaboration de Lindahl avec le groupe de Leder 
dans une étude utilisant une désulfatase spécifique, révéla la présence très importante d’une 3-
O-sulfatation sur une glucosamine N-sulfatée. Cette 3-O-sulfatation correspondait au pic 
inhabituel observé en RMN par Casu et ses collaborateurs (Lindahl et al., 1980 ;  Casu et al., 
1981). Les investigations menées par la suite proposèrent qu’un hexasaccharide (Choay et al., 
1981b) ou qu’un heptasaccharide (Tunberg et al., 1982) était suffisant pour fixer l’ATIII et 
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Figure 27a: Structure de la séquence pentasaccharidique d’héparine qui 
interagit avec l’antithrombine III
Les groupements entourés sont essentiels à l’interaction avec l’ATIII. La suppression de l’un 
d’entre eux diminue énormément l’affinité. 
(d’après Petitou et al., 2003)
Figure 27b: Mimétiques du pentasaccharide liant l’ATIII conçus par synthèse 
chimique
Le développement d’un protocole multi-étapes de synthèse chimique à permis d’obtenir le 
pentasaccharide 1 qui a été le premier pentasaccharide synthétique mimant l’Hp dans l’interaction 
avec l’ATIII. De cette synthèse, ont ensuite été conçus l’agent antithrombotique 2 mieux connu 
sous le nom de fondaparinux ou Arixtra®, puis Idraparinux (3). Ce dernier, est composé de 
groupements –OMe mais possède tout de même les groupements nécessaires à l’interaction. Ce 
profil de substitution lui a permis d’augmenter son temps de demi-vie d’un facteur dix. Il est 
actuellement testé en phase III dans la prévention et le traitement de thromboses dans les 
fibrillations atrial. 
(d’après Petitou et Van Boeckel, 2004)
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inhiber le facteur Xa. Ces hexa et heptasaccharide avaient en commun une séquence 
pentasaccharidique suggérant qu’un simple pentasaccharide de structure bien définie (Figure 
27a) devait suffir à activer l’ATIII contre le facteur Xa. 
 
2.2.1.2. Le premier mimétique de l’héparine est synthétisé 
 
Premiers essais de synthèse, le pari 
Un pentasaccharide était-il donc suffisant? Le développement de ce pentasaccharide 
synthétique (Figure 27b) fut possible grâce à une collaboration entre les deux groupes français 
de Choay et de Sinaÿ. Ce pentasaccharide s’est révélé être complètement actif vis-à-vis de 
l’ATIII et du facteur Xa  (Petitou et al., 1986 ;  Choay et al., 1983).  Les essais de produits 
parallèles, issus de la synthèse chimique du type tétrasaccharide ou pentasaccharide sans la 3-
O-sulfatation, ont permis de confirmer que le 3-O-sulfate du saccharide F (Figure 27a) est une 
condition sine qua non pour que l’ATIII se lie à l’Hp et que le site de fixation à l’Hp de 
l’ATIII nécessite au minimum un pentasacharide (Petitou et al., 1988).  
 
Les druides chimistes modifient la recette,  la naissance de fondaparinux 
Le premier pentasaccharide, qui allait mimer l’effet de l’Hp, préparé par synthèse 
chimique possédait une légère modification par rapport à la structure naturelle de l’héparine 
impliquée dans l’interaction. Un groupement N-sulfate avait été positionné à la place d’un 
groupement N-acétyl sur l’ose D (Figure 27b), mais n’entraînait pas de modification de 
l’activité biologique (Petitou et al., 1986). Ce pentasaccharide nécessitait cependant une 
synthèse composée de plus de 60 étapes. Par ailleurs, son action  ciblait uniquement le Facteur 
Xa et non pas la thrombine. De plus, la demi-vie du pentasaccharide était annoncée inférieure 
à celle de l’héparine (1 heure environ) (Petitou et Van Boeckel, 2004). Dès cette époque, 
quelques modifications chimiques ont été envisagées pour permettre une amélioration de cet 
anticoagulant potentiellement commercial. Sanofi et Organon ont poursuivi leurs travaux en 
préparant un nouveau pentasaccharide : SR90107 ou Org 31540 (Figure 27b). La nouveauté ? 
Un simple groupement méthyl sur le centre anomérique de l’ose H qui modifiait les propriétés 
de cette extrémité réductrice en bloquant la réactivité du groupement aldéhyde (Petitou et Van 
Boeckel, 2004). En 2001, après des essais cliniques concluants, ce pentasaccharide dénommé 
alors fondaparinux (ou SR90107 ou Org 31540) est enregistré en Europe et aux Etats-Unis 
comme un nouveau antithrombotique sous le nom d’Arixtra (Bauer et al., 2002). Son temps
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Figure 28a: Modèle moléculaire du complexe ternaire 
ATIII/Hp/thrombine
Ce modèle montre clairement que l’Hp forme un pont entre les deux 
protéines. Six à huit unités monosaccharidique entre les deux protéines 
n’engagent aucune interaction avec celles-ci. L’ABD correspond à l’ATIII 
Binding Domain et le TBD au Thrombin Binding Domain. 
(d’après Petitou et Van Boeckel, 2004)
Figure 28b: Représentation schématique de la structure 
que doit adopter un mime d’Hp pour lier à la fois l’ATIII 
et la thrombine 
Ce schéma est issu du modèle moléculaire de la figure 25a. Il permet de 
décrire les caractéristiques requises par le mimétique synthétique 
développé pour mimer l’Héparine dans la liaison avec les deux protéines. 
Ainsi, ce glycoconjugué synthétique est composé du pentasaccharide liant 
l’ATIII (ABD), lié à un bras espaceur neutre d’une longueur suffisante, 
lui-même connecté à un domaine chargé négativement et se fixant à la 
thrombine (TBD). 
(d’après Petitou et Van Boeckel., 2004)
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de demi-vie chez l’Homme est d’environ 17 heures et nécessite donc uniquement une seule 
administration journalière à la place des deux ou trois effectuées pour l’Hp. 
 
Le perfectionnisme gaulois : de Fondaparinux à Idraparinux… 
Pour tenter d’améliorer les propriétés pharmacologiques de ce médicament qui doit faire 
face aux nombreux antithrombotiques commercialisés de même nature mais non synthétiques, 
(à savoir des fragments d’héparine de bas poids moléculaires tels que le Lovenox® ou 
Fraxiparine® fabriqués par dégradation chimique ou Innohep® obtenu par clivage 
enzymatique) des analogues de fondaparinux ont très rapidement été envisagés. Par exemple, 
un pentasaccharide complètement O-sulfaté et O-méthylé, dénommé Idraparinux, a été 
synthétisé (Figure 27b). Plus facile à synthétiser (puisque cela peut être fait à partir de glucose 
et selon 25 étapes seulement), il est surtout plus actif (activité anti-Xa de 2700 U/µmol contre 
1200 U/µmol pour fondaparinux) et possède un temps de demi-vie bien supérieur au 
fondaparinux (120 heures) (Herbert et al., 1998). Les essais cliniques de phase II montrent 
qu’une injection hebdomadaire est suffisante. Il est actuellement testé en phase III dans la 
prévention et le traitement de thromboses dans les fibrillations atriales (trouble du rythme 
supra-ventriculaire complexe, de mécanisme encore imparfaitement élucidé) (Kubitza et 
Haas, 2006). 
 
2.2.1.3. La thrombine serait-elle jalouse du facteur Xa? 
 
L’inhibition de la thrombine par l’héparine nécessite un fragment oligosaccharidique bien 
plus grand qu’un pentasaccharide. Ainsi fondaparinux et idraparinux sont de bons inhibiteurs 
du facteur Xa mais en aucun cas de la thrombine, elle-même pourtant impliquée dans la 
coagulation. Bien que le changement conformationnel de l’ATIII induit par le pentasaccharide 
soit nécessaire, l’inhibition de la thrombine requiert en plus la stabilisation du complexe 
ATIII-thrombine par un fragment d’héparine d’au moins 18 saccharides (Danielsson et al., 
1986). Un modèle d’interaction entre les trois molécules a été proposé dès 1995 (Grootenhuis 
et al., 1995). Il a été confirmé cinq ans plus tard par des études de cristallographie (Figure 
28a).  
 De ce modèle, naît le concept d’une deuxième classe d’anticoagulants, capables de 
cibler à la fois le facteur Xa et la thrombine. Ces nouveaux mimétiques sont composés du 
domaine de fixation à l’ATIII (ABD) et d’un domaine liant la thrombine (TBD). Ces deux 
domaines sont reliés par une région neutre qui peut être soit un bras espaceur, soit des 
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Figure 28c: Développement de mimétiques de l’héparine liant l’ATIII 
et la thrombine
Basé sur le raisonnement de la figure 25b, plusieurs mimétiques de l’héparine ayant 
pour but de lier l’ATIII et la thrombine en même temps ont été développés. Chacun 
d’entre eux possède à leurs extrémités, d’un coté un domaine ABD et de l’autre un 
domaine TBD. Les deux molécules présentées dans cette figure diffèrent 
principalement par la région reliant les deux domaines d’interaction. De cette façon, le 
rôle de la rigidité de cette région a pu être évaluée. La molécule 14, qui contient un 
bras espaceur flexible a une activité anti-thrombotique bien inférieur à la molécule 28 
qui possède une région centrale également neutre mais bien plus rigide. La molécule 28 
a elle-même une activité anti-thrombotique dix fois supérieur à celle de l’Hp. Cela fait 
valoir l’importance de la composition du domaine centrale pour le développement de tels 
mimétiques. 
(d’après Petitou et Van Boeckel, 2004)
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disaccharides non sulfatés (Figure 28b). Dans la revue de Petitou et Van Boeckel (2004), les 
différents essais réalisés sur la modification de la taille des bras espaceurs, ou de la charge des 
groupements de la région TBD, sont détaillés. Il s’est avéré que la séquence intermédiaire 
entre l’ABD et le TBD malgré sa non-interaction avec les deux protéines, avait une 
importance au moins au niveau de la rigidité, une propriété que n’offre pas un simple bras 
espaceur. En revanche, un hexadecasaccharide dont la région entre l’ABD et le TBD reste 
neutre (aucun -O-sulfate seulement des -O-Me) conserve cette rigidité et offre ainsi une 
activité antithrombique supérieure à celle de l’Hp (1200 U.mg-1 contre 160 U.mg-1) (Figure 
28c). 
Cet hexadecasaccharide (SanOrg 123781) a l’avantage de ne pas fixer le PF-4 (Platelet 
Factor 4) (Savi et al., 2003). L’interaction avec le PF-4 lors de traitements à l’Hp ou avec des 
fragments d’Hp de bas poids moléculaire (LMWH) est la cause première d’effets secondaires 
indésirables (Napolitano et al., 2006). Des premiers essais in vivo de SanOrg123781 dans un 
modèle porcin de thrombose artérielle ont été prometteurs (Bal Dit Sollier et al., 2004). Dans 
le même registre, la société Momenta lance actuellement (octobre 2006) un essai clinique 
(phase I) du M118, une molécule faite pour fonctionner de la même manière (mais qui est 
hétérogène puisque obtenue enzymatiquement) dans les syndromes coronaires aigus 
(www.momentapharma.com). 
 
2.2.1.4. La troisième génération d’anticoagulants dérivés d’héparine 
 
Les effets secondaires du type HIT (heparin-induced thrombocytopenia), dûs à l’héparine 
qui complexe le PF-4, ont fait stopper l’utilisation de l’héparine dans les traitements de 
thromboses. Ainsi pour traiter certaines thromboses, sont utilisés les LMWH (héparines de 
bas poids moléculaires qui agissent toujours en activant l’ATIII avec des effets secondaires 
moindres), fondaparinux, ainsi que les inhibiteurs de thrombine proprement dit qui ciblent 
directement le site actif de cette enzyme. C’est le cas notamment du Refludan® et 
l’Argatroban® qui ne sont pas des mimétiques de l’héparine (Figure 29A). 
De ces inhibiteurs de thrombine, et des pentasaccharides développés pour activer l’ATIII, 
est née une molécule hybride qui possède en théorie deux actions. La première est l’activation 
de l’ATIII pour inhiber le facteur Xa et de manière indépendante, la seconde action est 
l’inhibition de la thrombine par le blocage de son site actif (Figure 29B). L’optimisation d’une 
première molécule (Org39913) a donné Org42675 (Figure 29B). La molécule Org42675 a une 
activité anti-Xa similaire à celle de fondaparinux ainsi qu’une capacité à inhiber la thrombine  
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Figure 29A: Exemples d’inhibiteurs potentiels de la thrombine
α-NAPAP (11); son analogue α-NAPAP (12); Argatroban (13); et Ximelagatran (14) sont les quatre 
inhibiteurs présentés sur cette figure. Peuvent être ajoutés les peptides d’hirudine de séquence en 
acide aminés: 
XTYTDCTESGQNLCLCEGSNVCGQGNKCILGSDGEKNQCVTGEGTPKPQSHNDGDFEEIPEEYLQ où X=L 
dans le cas du Refludan® et X=V dans le cas du Revasc® (deux inhibiteurs commercialisés). 
(d’après Martin de Kort et al., 2005)
Figure 29B: Mécanisme d’action d’un inhibiteur bivalent ciblant aussi bien 
l’ATIII que la thrombine de façon indépendante
A - Représentation de la structure cristalline (1QUR) du α-NAPAP en complexe avec la thrombine.
B - Mécanisme d’action d’Org42675, l’inhibiteur bivalent. 
i)L’inhibition sélective de la cascade de coagulation induite par la protéase fXa résulte de la 
fixation du pentasaccharide à l’ATIII. 
ii) De plus, la partie NAPAP d’ Org42675 est capable de bloquer directement, de façon 
indépendante, le site actif de la thrombine.
C - Optimisation de Org39913 (9) qui a permis le développement d’Org42675 (10). Les 
optimisations sont distinguées en rouge. 
(Martin de Kort et al., 2005)
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comparable à celle d’Argatroban. Son temps de demi-vie, en revanche, est bien meilleur que 
les inhibiteurs de thrombine ou encore fondaparinux (t1/2 multiplié par 10 vis-à-vis 
d’Argatroban chez le rat) et aucune réactivité avec le PF-4 n’a été observée. La molécule 
Org42675 a une activité inhibitrice double : elle est puissante et sélective. Elle peut ainsi être 
utilisée dans les thromboses à faible risque hémorragique (Martin de Kort et al., 2005). 
 
2.2.2. PI-88 : un mimétique spécifique des interactions peu spécifiques ?  
 
Comme il a déjà été décrit, les GAGs et les PGs jouent un rôle important dans le 
processus de progression tumorale. En effet, la croissance tumorale est liée en partie au 
remodelage des membranes basales et des matrices extracellulaires (composées notamment 
d’HSPGs) facilitant ainsi les phénomènes d’angiogenèse, d’invasion et de métastase. La 
régulation de l’activité et de la biodisponibilité de facteurs de croissances tels que le VEGF, 
les FGFs, ou le HGF/SF est également à prendre en considération. 
Bloquer le remodelage des matrices autour des tumeurs et réguler l’effet des facteurs de 
croissance permettrait de lutter contre la progression tumorale. Les cibles directement en 
relation avec les HSPGs sont alors les facteurs pro-oncogènes (comme le VEGF et les FGFs), 
et les enzymes de dégradation telles que l’héparanase. 
C’est sur cette idée de mimer les HS pour inhiber l’héparanase, ou pour délocaliser 
certains facteurs de croissance, qu’en 1999, a été développée, la molécule PI-88 dans les 
laboratoires australiens de Christopher Parish. La molécule PI-88, ou plutôt les molécules 
composant le PI-88, sont issues de la production d’exopolysaccharides par les levures Pichi 
holsti. De l’exopolysaccharide, les oses (principalement les phosphomannopentaoses et 
phosphomannotetraoses) sont purifiés (séparés du core phosphomannane) et sulfatés 
chimiquement pour donner le PI-88 qui est donc un mélange hétérogène dont le poids 
moléculaire varie de 1200 à 3100 Da (Ferro et al., 2002). La composition de base pour le 
phosphomannopentaose est le P-6-Man-α-(1-3)-Man-α-(1-3)-Man-α-(1-3)-Man-α-(1-2)-Man 
(Parish et al., 1999) (Figure 30). 
Le PI-88 en laboratoire : 
In vitro, le PI-88 est capable d’inhiber la croissance des cellules tumorales et in vivo de 
bloquer les métastases en limitant l’angiogenèse et en inactivant l’héparanase (Parish et al., 
1999). En 2003, sur des rats, le PI-88 semble capable de fixer directement FGF-2, de bloquer 
la signalisation cellulaire et, en particulier, la voie ERK(1/2) (extracellular signal-regulated 
kinase 1/2), ainsi que d’inhiber la prolifération de cellules vasculaires de muscles lisses  
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Figure 30: Le PI-88 est un mélange d’oses modifiés, issus de levure qui miment 
les HS et présentent des effets anti-tumoraux intéressants 
A : Représentation d’un des oses (modifié chimiquement) séparé du core phosphomannanes
d’exopolysaccharide issus de la culture de levures Pichi holstii.
La molécule PI-88, ou plutôt les molécules composant PI-88, sont issues de la production 
d’éxopolysaccharides par les levures Pichi holsti. De l’exopolysaccharide, les oses, principalement les 
phosphomannopentaoses et phosphomannotetraose sont purifiés (séparées du core phosphomannane) 
et sulfatés chimiquement pour donner le PI-88 qui est donc un mélange hétérogène dont le poids 
moléculaire varie de 1200 à 3100 Da (Ferro et al., 2002). La composition de base pour le 
phosphomannopentaose est le P-6-Man-a-(1-3)-Man-a-(1-3)-Man-a-(1-3)-Man-a-(1-2)-Man. (d’après 
Parish et al., 1999).
B : Schéma utilisé par Progen pour résumer les effets que peut avoir PI-88.
La société Progen qui développe PI-88, propose que ce ‘’mélange oligosaccharidique’’, principalement 
composé de phosphomannopentaose sulfaté, peut être capable, sur le principe de mimétisme des HS, 
d’inhiber la progression tumorale de deux manières. Premièrement, PI-88 est capable d’inhiber 
l’héparanase ce qui leur permettrait de contrôler par ce biais les processus d’angiogénèse ou de 
métastases. Deuxièmement, en inhibant les interactions des facteurs pro angiogéniques (VEGF, FGF-1, 
FGF-2) avec les HS, l’angiogénèse pourrait, ici aussi, être plus facilement régulée. (d’après 
www.progen.com)
A. B.
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(Francis et al., 2003). En 2005, le lien entre la capacité du PI-88 à inhiber l’angiogenèse et sa 
capacité à inhiber VEGF est établie, l’inhibition du VEGF étant en partie une conséquence de 
l’inhibition de l’héparanase qui n’est, de ce fait, plus apte à relarguer les facteurs de 
croissance présents dans la matrice extracellulaire. Ces données sont encourageantes pour 
traiter les cancers dans lesquels l’héparanase est surexprimée et les facteurs de croissance 
mobilisés (Joyce et al., 2005 ; Miao et al., 2006). 
Comme il a été décrit dans le chapitre sur les fonctions des GAGs, ces derniers peuvent 
servir de récepteurs pour certains pathogènes tels que Plasmodium falciparum (malaria) et 
l’HSV (Herpes Simplex Virus). La capacité du PI-88 à inhiber l’adhésion ou à éliminer ces 
pathogènes déjà liés aux GAGs de l’organisme a récemment été testée in vitro. Aussi, Nyberg 
et al. (2004) ont montré que le PI-88 inhibait l’adhésion du HSV-1 et HSV-2 à des cellules 
épithéliales. De même, Adams et al. (2006) ont, eux, montré que le PI-88 inhibait la fixation 
de Plasmodium falciparum sur son récepteur placental, à savoir les CS A (Chondroïtine-4-
sulfate) avec une IC50 de 7,4 µM. 
Le PI-88 comme anti-cancéreux en phase clinique 
Le PI-88 est actuellement l’anti-cancéreux le plus avancé de la société australienne 
Progen. En mimant les HS, il a pour but de traiter les tumeurs primaires ainsi que les 
métastases. En effet, le PI-88 est capable, in vitro, d’inhiber l’Hpa et de délocaliser les 
facteurs de croissance en inhibant les interactions entre le VEGF, les FGF-1 et FGF-2 avec les 
HS (Figure 30). Il est actuellement en essais cliniques de phase II dans différents types de 
cancers et notamment les cancers du foie. 
 
2.2.3. Les GAGs et l’amylose 
 
Les amyloses regroupent un ensemble de maladies tissulaires caractérisées par la présence 
de protéines anormalement insolubles dans différents tissus humains. Ces protéines forment 
des agrégats moléculaires appelés "substance amyloïde". Ces dépôts envahissent 
progressivement les tissus et empêchent ainsi leur bon fonctionnement, entrainant le 
développement des différents symptômes et maladies. Leur évolution est le plus souvent 
sévère avec la destruction progressive et irréversible des organes atteints. Il existe différentes 
formes d’amyloses dont la classification repose sur la clinique et la nature biochimique de la 
protéine amyloïde impliquée dans la formation des "agrégats". Les formes les plus fréquentes 
sont les amyloses AL (immunoglobuliniques), les amyloses AA (inflammatoires) ou amyloses 
ATTR (héréditaires). Outre ces formes systémiques, il existe les amyloses localisées, limitées  
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à un seul type de tissu ou organe, ainsi que les amyloses spécifiques telles que la maladie 
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, le diabète de type 2, les maladies dues aux prions telles 
que l’encéphalopathie spongiforme bovine. 
Dans ce genre de maladies, la formation des protéines anormalement fibrillaires 
(amyloïdes) qui sont responsables des symptômes est à priori facilitée par la présence des 
GAGs (Ben-Zaken et al., 2003 ; Horonchik et al., 2005). Les GAGs permettent également, 
une fois que les protéines sont sous forme amyloïdes, de stabiliser cet état (Gillmore et 
Hawkins, 2006). Des expériences in vivo ont montré, par l’utilisation de l’héparanase et donc 
par dégradation des HS, que ces derniers étaient nécessaires à l’amyloïdogenèse (Li et al., 
2005). Récemment, des mimétiques d’HS dérivés de dextran et synthétisés dans le laboratoire 
de Denis Barritault se sont révélés capables, in vitro, de bloquer la formation de la forme 
amyloïde du prion (Schonberger et al., 2003). Certains de ces mimétiques se sont également 
révélés capables de bloquer l’interaction du prion avec un de ses récepteurs cellulaires 
(Gauczynski et al., 2006). En 1995, Kisilevsky et coll. ont montré, in vivo, que 
l’administration, par voie orale, de composés sulfatés ou de sulfonates anioniques de faible 
poids moléculaire (135 à 1000 Da) permettait de réduire la progression de la forme amyloïde 
AA. Sur la base de ces composés et sur cette idée d’inhiber les interactions entre les protéines 
potentiellement amyloïdes et les GAGs responsables de l’amyloïdogénèse et de la 
stabilisation des agrégats amyloïdes, la société canadienne Neurochem est en train de 
développer deux mimétiques des GAGs qui ciblent les amyloses systémiques de type AA : la 
maladie d’Alzheimer, et les accidents cérébrovasculaires (ACV) hémorragiques (Figure 31). 
Leur but est de prévenir la formation de fibrilles AA ainsi que le dépôt de ces fibrilles dans les 
organes, en inhibant l’interaction avec les GAGs présents naturellement. Les données récentes 
sur l’efficacité du Tramiprosate (Alzhemed®) dans la maladie d’Alzheimer apparaissent très 
prometteuses et soulèvent beaucoup d’espoir (Gervais et al., 2006). 
 
2.3. LE POTENTIEL THERAPEUTIQUE DES MIMETIQUES DES GAGS : Les 
sucres peuvent-ils soigner tous les maux ? 
 
2.3.1. Une ″pseudo-longueur″ d’avance dans le développement  thérapeutique 
des mimétiques des GAGs 
 
Lors du développement de molécules à visée thérapeutique, de nombreuses interrogations 
restent en suspens lors de l’initiation des phases cliniques chez l’Homme. La molécule va-t-
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elle engendrer une réaction immunitaire ? Quels vont être les effets secondaires liés au 
traitement ?   
Dans le cas des mimétiques de GAGs ayant un potentiel effet thérapeutique, l’idée est 
toujours d’administrer un "pseudo-GAG" pour moduler l’activité de protéines dont les 
fonctions sont connues pour être GAGs dépendantes.  
Dans le cadre où les interactions GAGs-protéines visées sont dépendantes d’un profil de 
sulfatation plutôt que d’une structure glycosaminoglycannique bien définie (comme cela a pu 
l’être pour l’ATIII), l’héparine peut être considérée comme la molécule "thérapeutique" qui 
,potentiellement, a le plus d’effets thérapeutiques. En revanche, l’héparine est très peu 
spécifique et donc peut engendrer plusieurs effets secondaires.  
Or, comme il a été mentionné, l’héparine est utilisée depuis 1937 comme agent anti-
coagulant. Depuis cette période il a été possible de mesurer et d’apprendre à connaître les 
effets secondaires liés à son utilisation. Les effets indésirables ne sont pas très nombreux. 
L’ostéoporose induite par un traitement prolongé à l’héparine (HIO : Heparin-Induced 
Osteoporosis) peut être citée (Griffith et al., 1965 ; Jaffe et Willis, 1965 ; Miller et DeWolfe, 
1966 ; Rupp et al., 1982 ; Dahlman, 1993 ; Dahlman et al., 1994 ; Barbour et al., 1994). 
L’effet secondaire majoritaire lors de traitements à l’héparine est bien sûr l’effet HIT ou 
Heparin-Induced Thrombocytopenia. L’héparine, lors de son administration par voie 
intraveineuse et du fait de sa faible spécificité, est capable de complexer le PF-4. Cela induit 
chez cette chimiokine un changement de configuration qui crée une réaction immunitaire 
contre le complexe ainsi formé. Le complexe immun (Hp-PF-4-IgG) peut alors activer les 
plaquettes et dérégler le processus de coagulation générant des thromboses artérielles ou 
veineuses (Visentin et al., 2000 ; Amiral et Meyer, 1998). 
L’utilisation de LMWH (Low Molecular Fractionated Heparin) comme anti-coagulant 
qui n’est autre que de l’Hp fractionnée et purifiée par chromatographie, s’est révélée 
engendrer moins d’effets indésirables de type HIT (Warkentin et al., 1995 ; Menajovsky 
2005). Des composés encore plus petits et bien plus spécifiques tels que le pentasaccharide 
liant l’ATIII (Amiral et al., 1997) ou des fragments d’Hp reliés par des oligosaccharides non 
sulfatés se sont révélés être des composés également mieux tolérés (Petitou et al., 1999). 
Ainsi, l’expérience acquise depuis ces décennies dans l’utilisation de l’héparine ou des 
LMWH chez l’Homme permet d’anticiper, de manière théorique, les effets indésirables que 
pourraient avoir les futurs mimétiques de l’Hp, ce qui constitue un avantage considérable. 
Dans le développement thérapeutique de molécules mimant l’Hp, la question de la demi-
vie peut également être posée à juste titre, puisque celle de l’Hp n’est que d’une heure. 
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L’exemple de fondaparinux, développé précédemment, permet d’être optimiste, puisqu’une 
simple méthylation a permis d’obtenir une demi-vie augmentée de l’ordre de 17 heures. 
 
2.3.2. Les mimétiques des GAGs ont un potentiel thérapeutique très vaste 
 
2.3.2.1. Les mimétiques et la malaria 
 
L’infection des érythrocytes par le parasite Plasmodium falciparum est plus connue sous 
le nom de malaria. Chaque année, plus d’un million de personnes décèdent de cette maladie. 
Le désordre causé par ce parasite est lié à une fixation excessive des érythrocytes infectés à 
l’endothélium vasculaire (cytoadhérence) et de l’autoagglutination des érythrocytes infectés et 
non infectés, qui entraîne consécutivement des occlusions vasculaires responsables de la 
pathologie (Alonzo, 2006). 
Lors de l’infection, les GAGs jouent le rôle de récepteurs d’adhésion. Afin de réduire 
considérablement la fixation du parasite aux érythrocytes, l’Hp a tout d’abord été utilisée pour 
traiter des cas sévères de malaria (Munir et al., 1980 ; Rampangan., 1991). Les effets 
secondaires observés n’ont malheureusement pas permis d’utiliser l’Hp en routine et de façon 
chronique même si elle avait un rôle bénéfique sur la maladie. Anna M. Vogt et al. (2006) ont 
obtenu des résultats in vitro et in vivo prometteurs sur le relargage du parasite en utilisant de 
l’Hp traitée au périodate (dGAG) (et donc dépourvue de ses activités anti-coagulantes) dans 
deux nouveaux modèles, chez le rat et le singe. La conclusion de ces expériences était que ces 
dGAGs possèdaient le même effet que l’Hp ou que les HS. Ces résultats sont actuellement 
exploités par la société suédoise Dilafor.  
Une étude récente propose également que le PI-88, dont nous avons déjà parlé, pourrait 
également être un bon moyen de mimer l’effet thérapeutique de l’Hp sans en avoir les effets 
anti-coagulants (Adams et al., 2006). 
 
2.3.2.2. Les mimétiques et le VIH 
 
Le VIH, pour virus de l’immunodéficience humaine, est la cause de l’une des maladies les 
plus meurtrières du monde avec environ 3 millions de décès chaque année. 
Brièvement, l’infection par le VIH est rendue possible par la fixation de la glycoprotéine 
d’enveloppe du virus, gp120, sur la protéine CD4 et sur les récepteurs à chimiokines CXCR4 
et CCR5 présents sur des lymphocytes T. Cette interaction permet la fusion entre le virus et la 
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membrane cellulaire et rend ainsi possible l’internalisation du génome viral dans les 
lymphocytes (Moore et Stevenson, 2000). Les GAGs ont, par ailleurs, un rôle plus en amont 
de récepteur d’ancrage afin de concentrer le virus à la surface des cellules et de le présenter 
aux lymphocytes (Bobardt et al., 2003). 
Plusieurs composés polyanioniques peuvent permettre d’inhiber l’attachement aux 
cellules, l’entrée et la réplication du virus (Rider, 1997 ; De Clercq, 1989). 
Récemment, deux dérivés des polysaccharides K5 d’E.coli (K5-OS(H) et K5-N,OS(H)) se 
sont révélés capables d’inhiber la réplication du virus dans des cellules T et des macrophages. 
Ils permettent également d’empêcher la formation de syncytia induite par le virus. Ces 
molécules pourraient donc être intéressantes dans la prévention de l’attachement du virus 
et/ou son entrée dans les cellules (Vicenzi et al., 2003). 
De plus, gp120 se fixe aux HSPGs via un domaine C-terminal basique de sa boucle V3 
(Variable) (Moulard et al., 2000). Rusnati et coll. se sont rendus compte que les 
polysaccharides K5-OS(H) et K5-N,OS(H) sont capables d’inhiber cette interaction avec une 
IC50 comprise entre 1 à 10 nM (Rusnati et al., 2005). 
Enfin, Vives et al. (2005) ont montré que les sites d’interactions de gp120 pour les 
corécepteurs du VIH pouvait également être ciblés par des molécules de type HS (Vives et al., 
2005). 
Par ailleurs, un facteur de transactivation du VIH, appelé Tat, permet la transcription du 
génome viral et l’induction de l’expression des co-récepteurs du VIH. Il représente de ce fait 
une cible potentielle dans la lutte contre l’infection virale. Or, Tat possède un domaine 
basique qui lui permet d’interagir avec les HSPGs (Rusnati et Presta, 2002). Des mimétiques 
de GAGs ont donc été testés pour moduler l’effet de ce facteur de transactivation. Des 
résultats positifs in vitro et in vivo dans l’inhibition de l’activité de Tat ont été reportés 
(Rusnati et Presta 2002). Les molécules K5-OS(H) et K5-N,OS(H) se fixent à Tat avec une 
haute affinité (3 à 20 nM) et inhibent l’interaction avec les HSPGs, au même titre que son 
internalisation cellulaire et donc que ses activités de transactivateur (Rusnati et al., 2005). 
Dans le but de réduire les propriétés virulentes soit de gp120, soit de Tat, des études 
cliniques utilisant des polyanions tels que les dextrans ou des pentosanes polysulfates ont déjà 
été publiées. Cependant, ces mimétiques ont pour l’instant été que peu efficaces (Abrams et 
al., 1989 ; Pluda et al., 1993 ; Marshall et al., 1997 ; Swain et al., 1995 ; Schwartsmann et al., 
1996 ; Flexner et al., 1991). 
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2.3.2.3. Les mimétiques comme traitement anti-cancéreux ? 
 
Comme il a été décrit dans ce chapitre (1.5. L’implication des GAGs dans le cancer), les 
GAGs ont un rôle dans beaucoup de processus liés au cancer aussi bien dans la croissance 
tumorale et l’angiogenèse qui lui sont associées, que dans la migration de cellules tumorales, 
l’adhésion et l’extravasion de ces cellules lors de la métastase. A tout moment, ces cellules 
"immortelles" sont en lien étroit avec les polysaccharides linéaires que sont les GAGs. Il 
semble donc important d’arriver à réguler les facteurs oncogènes tels que les facteurs de 
croissance (FGFs, VEGF, PDGF-BB…), les enzymes de remodelage de la matrice 
(héparanase, protéases) ou autres molécules d’adhésion (sélectines) pour espérer contrôler le 
développement tumoral. Or, il se trouve que bon nombre des facteurs oncogènes se lient ou 
sont dépendants des interactions avec les GAGs. L’idée d’aller moduler l’action de ces 
facteurs via des mimétiques de GAGs a progressivement fait son chemin dans les approches 
thérapeutiques envisageables pour contrôler les événements tumoraux.  
Parmi les patients atteints de cancer, nombre d’entre eux ont de grands risques de 
présenter des complications de types VTE (venous thromboembolism) qui nécessitent un 
traitement à base d’Hp ou de LMWH (Smorenburg et al., 1999). Ainsi, l’effet direct de l’Hp 
ou de fragments d’Hp chez l’Homme atteint de cancer a déjà pu être en partie appréhendé et 
peut donner une idée de la pertinence de l’utilisation de mimétiques des GAGs en oncologie. 
Dans une revue, Smorenburg et Van Noorden (2001) ont fait un inventaire des effets 
répertoriés de l’Hp sur la progression tumorale et métastasique. Les effets de l’Hp et des 
LMWH dans le cancer ont également fait l’objet de plusieurs autres revues (Zacharski et 
Ornstein, 1998 ; Zacharsky et al., 2000 ; Zacharsky et Loynes, 2002 ; 2003). 
 
2.3.2.4. Les mimétiques comme traitement anti-inflammatoire ? 
 
Comme nous l’avons déjà détaillé dans les fonctions des GAGs (1.4. L’implication des 
GAGs dans l’inflammation), ces polysaccharides, qu’ils soient à la surface des cellules ou 
dans les matrices extracellulaires, jouent un rôle important tout au long de la réponse 
inflammatoire, que ce soit dans le processus de recrutement des cellules de l’inflammation 
(rolling, triggering, adhesion) ou de transmigration (Delehedde et al., 2002 ; Lassalle et al., 
2006, Melchior et al., 2006). 
Il a été démontré que l’héparine (soluble) interagissait avec de nombreuses molécules 
d’adhésion, permettant le recrutement des cellules de l’inflammation comme les L-sélectines 
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(Koenig et al., 1998), MAC-1 (Diamond et al., 1995), les P-sélectines (Skinner et al., 1991), 
ou encore PECAM-1 (Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1) (Watt et al., 1993). 
Ces interactions permettent à l’Hp in vitro, d’inhiber l’adhésion des cellules de 
l’inflammation aux cellules endothéliales des parois des vaisseaux (Lever et Page 2002). In 
vivo l’Hp peut inhiber le recrutement leucocytaire (Lever et al., 2000 ; Xie et al., 1997 ; Ley et 
al., 1991 ; Tangelder et Arfors, 1991). 
En plus de ces effets expérimentaux, dès 1960, Dolowitz et Dougherty (1960 ; 1965) ont 
montré que l’Hp peut avoir un réel effet dans le traitement des maladies inflammatoires. 
L’héparine a été utilisée pour pouvoir traiter l’asthme par inhalation (Diamant et al., 1996 ; 
Ahmed et al., 1993). L’héparine a été utilisée également dans les traitements d’arthrites 
rhumatoïde (Gaffney et Gaffney, 1996), d’IBD (Inflammatory bowel disease) (Gaffney et al., 
1991 ; 1995 ; Evans et al., 1997), d’infarctus du myocarde (Theroux et al., 1993) ou de 
rhinites allergiques (Vancheri et al., 2001). Aucun cas d’hémorragie n’a été observé dans ces 
études cliniques. 
Ces exemples confortent l’idée que l’utilisation de mimétiques des GAGs peut avoir un 
avenir sérieux dans les stratégies thérapeutiques anti-inflammatoires. Cela a d’ailleurs été 
également initié avec des héparines dé-O-sulfatées, qui en perdant leur activité anti-
coagulante conservent leurs propriétés anti-inflammatoires (Fryer et al., 1997), ou encore avec 
l’utilisation du pentosane polysulfate comme anti-inflammatoire dans l’arthrose du genou 
(Innes et al., 2000). La société Paringenix développe ainsi un dérivé d’Hp qui ne possède plus 
d’activité anti-coagulante (dérivé d’héparine 2- et 3-O-désulfatée) mais conserve une activité 
anti-inflammatoire intéressante notamment dans les problèmes d’ischémie cardiaque, suite à 
un infarctus du myocarde. 
 
2.3.2.5. Les mimétiques pour inhiber l’héparanase 
 
Comme cela a été précisé dans le chapitre I, l’héparanase est une endo-β-glucuronidase 
qui dégrade les HS à la surface cellulaire ou présents dans les matrices extracellulaires. Cette 
enzyme est utile dans de nombreux processus tels que le recyclage des HSPGs ou le 
remodelage tissulaire essentiel lors du développement, de l’implantation embryonnaire, de la 
transmigration inflammatoire, de la cicatrisation et de l’angiogenèse (Vlodavsky et al., 2002). 
Dans les processus pathologiques, tels que les maladies inflammatoires ou le cancer, de 
par ses capacités à remodeler la matrice extracellulaire, l’Hpa joue également un rôle 
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essentiel. Elle favorise l’infiltration des leucocytes ou des cellules tumorales dans le cas de 
l’inflammation ou du développement tumoral (Sanderson et al., 2004). 
Depuis le clonage de son gène en 1999, l’héparanase est une des cibles thérapeutiques  les 
plus étudiées en oncologie. La plupart des cellules cancéreuses surexpriment cette enzyme 
pour se frayer un chemin dans la matrice extracellulaire. De nombreuses molécules 
inhibitrices ont été developpées (Ferro et al., 2004 ; 2007). L’Hpa, dont l’activité enzymatique 
est dirigée contre les HS ou l’Hp, possède un site de coupure préférentiel au sein des GAGs. 
Certains autres sites de l’Hp permettent en revanche d’inhiber l’activité de l’enzyme. De ces 
observations, est née l’idée que certains mimétiques de l’Hp pourraient inhiber l’Hpa, et ainsi 
réduire ses effets pathologiques non souhaités (Ferro et al., 2004 ; Ma et al., 2006).  
Parmi ces potentiels inhibiteurs d’héparanase héparinoïdes (mimant les héparines), deux 
classes peuvent être distinguées. La première est celle des polysaccharides sulfatés modifiés 
naturellement ou chimiquement. La seconde est celle des polymères polyanioniques qui ne 
sont pas des carbohydrates. Les inhibiteurs de type polysaccharides sulfatés peuvent être l’λ-
carrageenan, le fucoïdane, des "pentosan polysulfate", les oligomannuronates sulfates, des 
dextrans de sulfate, la 6-O-carboxyméthyl chitine III, le laminarine sulfate ou le calcium 
spirulan. Dans la classe des polymères polyanioniques sont représentés le RG-13577 
(polymère de (4-hydroxyphenoxy)acetic acid), les poly(N-acryl amino acids) tels que la 
poly(N-acrylleucine), les phosphorothioate oligodéoxynucleotides et les molécules 
développées par Lipinski dénommées les "Lipinski’s Rule of Five" (Lipinski et al., 2001). La 
plupart de ces inhibiteurs d’héparanase ne peuvent toutefois pas être utilisés de façon 
thérapeutique en raison de leur faible spécificité et des effets secondaires qu’ils pourraient 
engendrer (effets anti-coagulants par exemple) (Ferro et al., 2004). 
Aujourd’hui, seul le PI88 (phosphomannose) est en essai clinique de phase II pour 
différents types de cancers. Les candidats thérapeutiques potentiels en tant que mimétiques 
des GAGs pour inhiber l’héparanase peuvent être l’oligomannurarate sulfate JG3 (Zhao et al., 
2006) ou une des molécules conçues par Lipinsky : le KI-105 (Ishida et al., 2004). 
 
2.3.2.6. Des mimétiques pour la réparation tissulaire : Les RGTAs 
 
Depuis quelques années déjà, dans le but de développer un agent de cicatrisation et de 
réparation de tissus, Caruelle et Barritault développent des mimétiques des GAGs sur la base 
de polymères de dextran modifiés chimiquement. Ces molécules, rassemblées sous le nom de 
RGTA (Regenerating Agents), ont pour but d’augmenter la biodisponibilité des facteurs de 
  149
croissance liant l’héparine, à proximité d’un site de blessure (Barritault et Caruelle, 2006). 
Comme peuvent le faire des HS, le but de ces mimétiques est de protéger les facteurs de 
croissance des dégradations protéolytiques intervenant dans ces conditions. 
Cette façon d’utiliser les mimétiques des GAGs est tout à fait originale. En effet, dans les 
cas où des médiateurs tels que des facteurs de croissance sont ciblés (anti-cancéreux, anti-
inflammatoire), le but est en général de réduire leur activité en les délocalisant, or, dans ce cas 
précis, l’effet inverse est souhaité.  
Dans cette famille de RGTA, le RG1192 a par exemple été utilisé dans plusieurs essais in 
vivo de régénérations tissulaires variées (Meddahi et al., 1996a ; Albo et al., 1996 ; Fredj-
Reygrobellet et al., 1994 ; Yamauchi et al., 2000 ; Desgranges et al., 1999). Il n’a pas d’effet 
anticoagulant et permet de potentialiser l’activité des FGF-1 et 2 en les protégeant des 
dégradations (Meddahi et al., 1995 ; 1996b) et en servant de co-récepteur comme peut le faire 
l’Hp (Rouet et al., 2005a). Le RG1192 se révèle également être un bon inhibiteur de l’Hpa 
avec une IC50 de 2,5 nM (Rouet et al., 2006). 
Un autre membre de la famille, l’OTR4120, est un mimétique capable d’induire 
l’angiogenèse en potentialisant l’affinité du VEGF (facteur pour lequel il a une forte affinité 
(2,2 nM)) pour ses récepteurs VEGFR-1 et 2 et pour la neuropiline-1 (Rouet et al., 2005b).  
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CHAPITRE IV :  
L’INTERFERON γ, UN LIGAND DES 
GLYCOSAMINOGLYCANNES 
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1. L’INTERFERON GAMMA (IFNγ) 
 
1.1. GENERALITES 
 
1.1.1. Historique 
 
L’interféron fût découvert en 1957 par Isaacs et Lindenmann en observant que certaines 
cellules en culture, infectées par un virus, produisaient une protéine les rendant résistantes aux 
infections virales. Historiquement, le nom "interféron" est relatif à ce phénomène 
d’interférence (Nagano et Kojima, 1954). Les interférons de type I, (l’interféron α et β, IFN-ε, 
IFN-κ, IFN-ω et les 13 variants d’IFN-α) ont ainsi une activité antivirale importante. Deux 
équipes de recherche indépendantes ont plus tard identifié une protéine ayant le même type 
d’activité et l’ont nommé différemment : l’interféron immun ou l’interféron de type II et le 
MAF pour Macrophage-Activating Factor (Nathan et al., 1971 ; 1973 ; 1983, Billiau et 
Vandenbroeck, 2000). L’interféron γ (le seul à être de type II), bien qu’ayant aussi une 
activité antivirale a surtout des activités immunomodulatrices. Les premiers travaux qui ont 
permis de définir le facteur activateur de macrophage (MAF) comme un interféron sont ceux 
de Wheelock et al. (1965), même si cela avait été initié par Gresser et Nacify (1964). Dans les 
années 70, les termes d’interféron immun (Falcoff, 1972) ou d’interféron de type II 
(Youngner et Salvin, 1973) ont été utilisés. En 1980, le comité international de nomenclature 
officialise les noms utilisés pour les interférons de type I ou II. L’interféron immun ou de type 
II est devenu l’interféron gamma (IFNγ), les interférons de type I tels que l’interféron 
leucocytaire ou l’interféron fibroblastique sont respectivement devenus l’interféron alpha 
(IFNα) et l’interféron bêta (IFNβ). 
  
1.1.2. Du gène à la protéine 
 
Bien qu’assigné au départ à la bande chromosomique 12q24.1 par hybridation in situ 
(Trent et al., 1982), Bureau et al. (1995) ont plus précisément localisé le gène d’IFNγ humain 
sur la bande 12q25. Ce gène de 6 kb contient trois introns et quatre exons codant pour un 
polypeptide de 166 acides aminés dont les 23 premiers constituent la séquence signal (Devos 
et al., 1982 ; Naylor et al., 1983). L’ADN complémentaire du gène humain d’IFNγ a été cloné 
pour la première fois en 1982 (Gray et al., 1982). Ainsi, une fois sa séquence signal clivée,  
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Figure 32: Structure de l’homodimère d’IFNγ
IFNγ est actif sous la forme d’un homodimère. Sur cette figure est représentée la structure 
cristallographique de ce dimère avec une couleur par monomère. En haut, une ‘’vue de dessus’’, au 
centre une ‘’vue de coté’’ avec les extrémités N- et C-terminale, et en bas une visualisation dite 
de surface. Le dimère a été extrait de la structure du complexe IFNγ/3IFNγR résolue par Thiel
et al., 2000. Les 10 derniers acides aminées de chaque monomère ne sont pas présent dans cette 
structure.
(D’après Thiel et al., 2000)
N-Term N-Term
C-Term C-Term
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l’IFNγ humain mature est une glycoprotéine homodimérique composée de deux polypeptides 
de 143 acides aminés, d’un poids moléculaire de 17,1 kDa. Chaque monomère possède deux 
sites de glycosylation sur les résidus asparagines en position 25 et 97 (Sareneva et al., 1996), 
d’où sa sécrétion sous deux formes : 20 et 25 kDa (Yip et al., 1982 ; Kelker et al., 1984 ; 
Rinderknecht et al., 1984 ; Sareneva et al., 1996).  L’IFNγ humain ne possède pas de cystéine, 
ce qui exclut toute conformation tertiaire liée à des ponts disulfures. Sous forme cristalline et 
non glycosylée, l’IFNγ est un homodimère de 34 kDa stabilisé par des liaisons non covalentes 
et par l’imbrication entre les hélices α des deux monomères. Ces deux polypeptides sont 
agencés de façon tête-bèche de telle sorte que l’extrémité N-terminale d’un monomère est 
située à proximité de l’extrémité C-terminale de l’autre monomère. Chacun d’entre eux est 
composé par sept hélices α (A à F) (constituées chacune de 9 à 21 acides aminés) liées par des 
boucles et une séquence C-terminale (acides aminés 124 à 143) qui semble être très flexible et 
adopter de multiples conformations (Ealick et al., 1991) (Figure 32). Cette région C-terminale 
contient deux domaines d’acides aminés basiques (D1 : 125-131 et D2 : 137-140) qui 
confèrent à la cytokine une grande sensibilité aux attaques protéolytiques (Trinchieri et 
Perussia, 1985 ; Döbeli et al., 1988 ; Curling et al., 1990 ; Jarpe et Johnson, 1990) et qui 
semblent jouer un rôle important dans l’activité de la protéine (Nacheva et al., 2003). 
 
1.1.3. Les sources cellulaires 
 
L’IFNγ appartient à la famille des cytokines et peut être typiquement classé comme une 
lymphokine. Il est produit exclusivement par les cellules NK (Natural Killers Cells) et 
certaines populations de lymphocytes T telle que la sous-classe Th1 des lymphocytes CD4+ et 
certains lymphocytes cytotoxiques CD8+ (Fong et al., 1990). D’une manière générale, chez 
l’Homme, les lymphocytes T qui expriment l’antigène membranaire CD30 ont été identifiés 
comme les principaux producteurs d’IFNγ (Alzona et al., 1994). De façon marginale, la 
production d’IFNγ a été observée, in vitro, dans des cultures de phagocytes mononucléaires 
(Fultz et al., 1993 ; Gessani et Belardelli, 1998), de granulocytes neutrophiles (Yeaman et al., 
1998), de neurones (Neumann et al., 1997), ou de lignées cellulaires d’origine neurale 
(Watanabe et al., 1989). 
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1.1.4. L’expression d’IFNγ 
 
1.1.4.1. La voie de synthèse 
 
La production d’IFNγ, suite à une stimulation, est induite via la voie de la phospholipase 
C (Williams et al., 1993). Celle-ci va hydrolyser le phosphatidylinositol (IP) conduisant à la 
libération de diacylglycérol (DAG) et d’inositol triphosphate (IP3). Ce dernier entraîne une 
augmentation cytosolique d’ions Ca2+ qui, en association avec le DAG, active la protéine 
kinase C (PKC). Une cascade de phosphorylation est alors induite, aboutissant à l’activation 
de la transcription et de la traduction de l’IFNγ. La transcription du gène codant pour l’IFNγ 
est régulée au niveau du promoteur et des séquences introniques, notamment par méthylation 
de l’ADN (Young et al., 1995). 
 
1.1.4.2. La régulation de l’expression 
 
Les cellules NK et les lymphocytes T ne produisent pas d’IFNγ lorsqu’elles sont dans un 
état stationnaire. Cependant, plusieurs agents peuvent les activer et induire la production de la 
cytokine. 
Les stimuli exogènes 
Les stimuli exogènes pouvant induire la production d’IFNγ sont variés. Généralement ce 
sont des ligands de récepteurs situés sur les cellules productrices. Certains se manifestent in 
vivo dans l’environnement cellulaire en réponse à des situations telles que le cancer, les 
allergies, les infections, les traumatismes ou les réactions auto-immunes. D’autres sont plus 
connus puisqu’ils sont expérimentalement utilisés de manière artificielle pour induire la 
production  (Billiau et Vandenbroeck, 2000). 
De façon non exhaustive, les stimuli exogènes peuvent être i) toutes les substances 
reconnues par les lymphocytes T comme du non-soi, ii) certains micro-organismes tel que le 
Staphylococcal enterotoxins produisant des superantigènes, iii) les lipopolysaccharides (LPS) 
(également désignés comme des endotoxines) des membranes externes de bactéries gram 
négatives, iv) des lectines végétales telle que la phytohemagglutinine A (PHA) et la 
concanavaline A (Con A). Expérimentalement, les anticorps dirigés contre des composés de la 
membrane des lymphocytes sont couramment utilisés pour induire l’expression d’IFNγ  
(Billiau et Vandenbroeck, 2000). 
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Les stimuli endogènes 
Les deux principaux facteurs endogènes pouvant induire la production d’IFNγ sont les 
interleukines 12 et 18 (IL-12 et IL-18). L’IL-12, également connue sous le nom de facteur 
stimulant les cellules NK ou de facteur de maturation cytotoxique des lymphocytes, est une 
cytokine produite principalement par les macrophages activés et les lymphocytes B qui 
exercent ses effets sur les cellules T ou les cellules NK. De plus, l’IL-12 joue un rôle majeur 
dans le développement et la différenciation de lymphocytes Th1 producteurs d’IFNγ (Brunda, 
1994 ; Trinchieri, 1995). L’IL-18 est une protéine initialement décrite comme IGIF pour 
IFNγ-Inducing-Factor. Le précurseur de l’IL-18 est produit par divers types cellulaires tels 
que les phagocytes mononucléaires ou les kératinocytes. Ce précurseur (Pro-IL-18) est clivé 
en IL-18 activé par la caspase 1 alors que la caspase 3 va désactiver la cytokine. L’IL-18 
induit ou augmente le taux de production d’IFNγ en présence d’autres cytokines telles que 
l’IL-2 ou l’IL-12. Le rôle de l’IL-12 est en partie lié à une expression accrue du récepteur de 
l’IL-18 sur les cellules T. In vivo, de nombreuses études ont démontré le rôle crucial de ces 
deux cytokines dans l’induction de l’IFNγ par des agents exogènes (Dinarello et al., 1998 ; 
Billiau et Vandenbroeck, 2000). 
Les modulateurs de l’IFNγ 
Si certaines cytokines permettent d’induire la production d’IFNγ, l’IL-10 en particulier va 
être un inhibiteur fort de sa production (Moore et al., 1993). L’IL-10, décrit comme un facteur 
d’inhibition de la synthèse de cytokine, est produit par les cellules Th2, les monocytes, les 
lymphocytes B ou les phagocytes mononucléaires. L’effet antagoniste de l’IL-10 sur l’IFNγ 
est réciproque et la balance entre les deux cytokines apparaît être un élément important dans 
les premières phases de la réponse immunitaire.  
L’IL-4 est également un antagoniste de l’IFNγ et réciproquement. Sans rentrer dans les 
détails, selon la réponse immunitaire vers laquelle l’organisme s’oriente (Th1 ou Th2), l’une 
ou l’autre des cytokines prendra le dessus.  
Le TGFβ1 (Transforming Growth Factor β1), bien qu’étant capable d’induire la 
transcription du gène de certaines cytokines, est un facteur qui a la capacité d’inhiber la 
production d’IFNγ induite par des facteurs exogènes tels que les LPS ou la PHA (Billiau et 
Vandenbroeck, 2000). 
La prostaglandine est également un élément de régulation de l’IFNγ. Elle dirige la réponse 
immunitaire dans la direction des cellules Th2. En effet, elle inhibe la production de cytokines 
telles que l’IFNγ ou l’IL-2 par les cellules Th1 mais n’affecte pas les cellules Th2 et la 
production d’IL-4 qui leur est associée. 
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Outre ces antagonistes d’IFNγ, le TNFα va principalement avoir un effet synergique vis-à-vis 
de l’IFNγ, et cela a été observé aussi bien in vitro qu’in vivo (Billiau et Vandenbroeck, 2000). 
 
1.1.5. Principales activités biologiques 
 
L’IFNγ, comme beaucoup d’autres cytokines, exerce de multiples fonctions et est capable 
de réguler et moduler plus de 200 gènes distincts (Boehm et al., 1997). En particulier, il est un 
facteur clé de la régulation des différents stades de la réponse immune car il possède des 
propriétés à la fois antivirales, antiprolifératives et immunomodulatrices (Ijzermans et 
Marquet, 1989 ; Williams et al., 1993). Il participe également à la régulation de diverses 
protéines de la matrice extracellulaire. D’abord connu pour son activité antivirale, l’IFNγ 
constitue avant tout un agent immunomodulateur important (De Maeyer et De Maeyer-
Guignard, 1992). Pour permettre la protection antivirale, l’IFNγ induit de nombreuses 
protéines antivirales (la 2’,5’-oligoadénylate synthétase par exemple) (Billiau et 
Vandenbroeck, 2000). 
 
1.1.5.1. Principales activités observées in vitro 
 
In vitro, l’IFNγ est bien connu pour ses capacités à potentialiser la chaîne respiratoire des 
macrophages. Cela permet, entre autre, d’augmenter la production d’ion superoxyde (O2-) ou 
d’espèces réactives de l’oxygène (H2O2) (Nathan et al., 1983). Ceci semble étroitement lié 
aux capacités de l’IFNγ à réguler la transcription du gène codant pour une enzyme du 
complexe de la NADPH oxydase (Cassatella et al., 1990). Dans le même registre, l’IFNγ joue 
un rôle important dans la production d’oxyde nitrique (NO). En particulier, l’IFNγ est un 
inducteur important du tétrahydrobioptérine, facteur limitant de la production de NO. A noter 
que le NO réagit avec l’H2O2 pour générer des espèces réactives de l’oxygène ; ce phénomène 
est toxique pour les cellules, notamment pour celles dont la glycolyse est bloquée (Dijkmans 
et Billiau, 1991). Ainsi le NO produit par les macrophages peut avoir un effet cytotoxique 
pour les cellules voisines ce qui peut s’avérer utile envers des cellules cancéreuses ou contre 
des infections par exemple de types bactériennes ou protozoaires. En revanche, cela peut 
causer des dommages vis-à-vis de cellules ou tissus sains. 
Bien sûr, l’une des activités les plus référencées de l’IFNγ est l’induction des antigènes du 
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II sur de nombreux types cellulaires. 
L’expression d’antigènes du CMH de classe I peut dans certains cas, mais plus rarement, être 
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induite par la cytokine. Les cellules qui expriment ces antigènes vont être des cibles plus 
facilement identifiables pour les lymphocytes T cytotoxiques.  
L’IFNγ exerce également ses activités de cytokine pro-inflammatoire en augmentant sur 
les phagocytes ou les neutrophiles, l’expression de FcγRI (Fcγ Receptor I), de même avec 
l’augmentation de l’expression des molécules ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) 
dont les interactions avec les LFA-1 (Leukocyte Function-Associated antigen) sont en partie 
responsables du recrutement leucocytaire. 
De plus, l’expression d’IFNγ dans le microenvironnement cellulaire joue un rôle 
important aussi bien dans la différenciation que dans la maturation des phagocytes 
mononucléaires (MPCs), à savoir notamment les monocytes, les précurseurs situés dans la 
moelle et les différents types de macrophages tissulaires.  
Même si l’IFNγ possède, dans de nombreux types cellulaires, une action inhibitrice de la 
prolifération, l’effet de la cytokine serait plutôt inverse sur les cellules T. L’ajout d’IFNγ 
permet d’augmenter l’activité des lymphocytes T cytotoxiques. Cette observation est une 
résultante d’un effet direct d’IFNγ sur l’activation des précurseurs T en lymphocytes T CD8+ 
cytotoxiques. Sur les lymphocytes T CD4+ auxiliaires (de type Th2), en revanche, l’IFNγ 
aurait plutôt un effet inhibiteur (Siegel, 1988). 
Enfin, pour en revenir à l’activité qui a fait connaître l’IFNγ, l’activité antivirale, elle 
provient des capacités de la cytokine à induire chez les cellules un état de résistance aux 
infections virales. Le mécanisme adopté est similaire à celui des IFNα et β et son activité 
spécifique souvent 10 à 100 fois inférieure à ces derniers. Ainsi comme l’IFNα ou β, l’IFNγ 
agit en levant, par exemple, l’inactivation des gènes codant pour la 2’-5’-oligoadénylsynthase 
et la PKR (dsRNA-dependent protein kinase) (Billiau et Vandenbroeck, 2000).  
 
1.1.5.2. Principales activités observées in vivo 
 
 Vis-à-vis des maladies infectieuses, il a été montré que les souris déficientes en IFNγ ne 
survivaient pas à une infection par Mycobactérium tuberculosis. De même, des études ont 
révélé que les macrophages induits à l’IFNγ protégeaient l’organisme contre des infections 
bactériennes telles que Listeria (Peck, 1989) ou Salmonella (Kagaya et al., 1989). Il a été 
démontré que la production de NO induite par l’IFNγ était aussi utile par exemple pour 
défendre l’organisme contre Trypanosoma cruzi (Mayer et al., 1993), ou Histoplasma 
capsulatum (Nakamura et al., 1994).  
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Comme il a été mentionné plusieurs fois, l’IFNγ joue un rôle important pour protéger 
l’organisme vis-à-vis d’éventuelles infections virales. Ainsi, l’apport en IFNγ va par exemple 
permettre de protéger les souris ou les rats d’une infection expérimentale par le cytomegavirus 
ou CMV (Fennie et al., 1988 ; Haagmans et al., 1994), par le MHV (Mouse Hepatitis Virus) 
(Lucchiari et al., 1992), ou par le virus de l’Herpès humain (Stanton et al., 1995). Dans ce 
genre d’expérimentation, comme Billiau et Vandenbroeck (2000) le soulèvent, il n’est pas 
facile de savoir si l’effet antiviral observé est réellement dû à une activité antivirale ou à une 
activité immunomodulatrice, et, par conséquent, plutôt à l’activation des cellules NK ou plutôt 
à la maturation des LT vers les lymphocytes T cytotoxiques (Billiau et Vandenbroeck, 2000).  
Certains modèles expérimentaux ont permis de placer l’IFNγ comme un médiateur à 
prendre en considération dans les processus tumoraux. En effet, il a été observé que le rejet de 
tumeurs expérimentales chez la souris était lié à la présence de la cytokine dans le tissu 
tumoral. Ce phénomène est alors inhibé par l’utilisation d’anti-IFNγ (Prat et al., 1987 ; Jarpe 
et al., 1989). De même, l’utilisation de cellules à fort pouvoir métastatique modifiées pour 
sur-exprimer IFNγ se révèle largement moins tumorigène (Gansbacher et al., 1990). Dans le 
même sens, des souris n’exprimant pas le récepteur d’IFNγ ou déficientes en STAT-1 
(impliqué dans la voie de signalisation de la cytokine) développent plus rapidement et 
fréquemment des tumeurs induites par le méthylcholanthrène que les souris normales (Billiau 
et Vandenbroeck, 2000). 
Les réponses des leucocytes et des cellules endothéliales à une stimulation par l’IFNγ 
relèvent souvent de l’immunostimulation. Ceci étant, nombreuses expérimentations ont 
également mis en avant des propriétés immunosuppressives de la cytokine. Billiau et 
Vandenbroeck (2000) évoquent parfaitement ces propriétés opposées selon les pathologies 
immunitaires dont il est question. Par exemple, l’IFNγ a des effets immunosuppresseurs mis 
en évidence par Konieczny et al. (1998) dans des modèles de greffes chez des souris privées 
d’IFNγ. Les effets immunostimulants de l’IFNγ ont, quant à eux, été observés dans des 
modèles de colites (Rennick et al., 1997 ; Guy-Grand et al., 1998). 
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Figure 33: Structure cristallographique du complexe entre l’IFNγ et la 
partie soluble de la chaîne α du récepteur à IFNγ
Le dimère d’IFNγ interagit avec deux IFNγRα. Chaque chaînes polypeptidique composant l’IFNγ
(bleu/rose) ou son récepteur (vert/jaune) sont distinguées par une couleur différente. Les 
résidus 125 à 132 de l’IFNγ ont été disposées par modélisation après résolution de la 
structure. 
(Figure extraite de  Walter et al., 1995)
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1.2. LES LIGANDS DE L’IFNγ 
 
1.2.1. Le récepteur membranaire de signalisation de l’IFNγ  
 
1.2.1.1. Le récepteur à IFNγ : l’IFNγR 
 
L’IFNγ transmet son signal aux cellules cibles via un récepteur spécifique. Ce récepteur, 
l’IFNγR, est exprimé de manière ubiquitaire sur la grande majorité voire toutes les cellules 
(Schroder et al., 2004). Selon les cellules et les conditions microenvironementales, 500 à 
20000 récepteurs à IFNγ par cellule peuvent être présents. L’IFNγR est composé de deux 
sous-unités qui sont les chaînes polypeptidiques IFNγRα et IFNγRβ. 
 L’IFNγRα permet l’interaction avec la cytokine avec une affinité de l’ordre du 
nanomolaire (Kd = 0,1 - 1 nM) (Anderson et al., 1982). Cette sous-unité transmembranaire 
(472 acides aminés) est composée d’un domaine extracellulaire de 228 aa, d’une région 
transmembranaire de 24 aa et d’un domaine intracellulaire de 220 aa Le domaine 
intracellulaire comporte un site de fixation à Jak1, riche en résidus sérines et thréonines qui 
vont pour la plupart être phosphorylés durant la signalisation.  
L’IFNγRα est constitutivement associé avec une autre protéine transmembranaire, 
l’IFNγRβ. Cette dernière joue un rôle moins important pour l’interaction, mais est primordiale 
pour la transduction du signal. Comme l’IFNγRα, elle est composée d’un domaine 
extracellulaire (226 aa), d’une région transmembranaire (25 aa) et d’un domaine 
intracellulaire de 64 aa. Ce dernier domaine possède un site de liaison pour Jak2 (Greenlund 
et al., 1994). 
 
1.2.1.2. L’interaction IFNγ/IFNγR 
 
Comme il a été mentionné dans le paragraphe précédent, l’affinité de la cytokine pour son 
récepteur membranaire est de l’ordre du nanomolaire. Cette interaction met en jeu un IFNγ 
(dimérique) et deux hétérodimères d’IFNγR(α/β) (Fountoulakis et al., 1992). Les éléments 
structuraux de l’IFNγ nécessaire à l’interaction ont été déterminés (Lundell et Narula 1994). 
Trois régions distinctes sont importantes, à savoir la boucle entre les deux premières hélices 
alpha (résidus 18-26), une séquence de l’hélice F (108-124) et une courte section de la région 
C-terminale (résidus 128-131) (Sadir et al., 1998 ; Walter et al., 1995) (Figure 33). Comme  
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Figure 34: Schéma de la voie de signalisation JAK/STAT par l’IFNγ
1 : Le dimère IFNγ interagit avec son récepteur (IFNγR) qui se dimèrise, et induit le rapprochement 
des Janus kinases (jak) et leur transphosphorylation (   ), ainsi que la phorphorylation de la Tyr 701 sur 
l’IFNγRα. 
2 : cette configuration permet l’activation des facteurs de transcription STAT1α par phosphorylation.
3 : les STAT phosphorylés s’homodimèrisent et sont transloqués dans le noyau où ils activent les 
éléments de réponse ( 4 ). 
? : L’IFNγ a deux ligands : les protéoglycannes à HS et l’IFNγR. Les affinités sont comparables, mais 
l’abondance des protéoglycannes à la surface des cellules pourrait constituer un ‘’ passage presque 
obligé’’ pour l’IFNγ.
Le mécanisme qui fait passer l’IFNγ des structures HS à son récepteur reste encore à déterminer.
D’après (Sakatsume et al., 1995; Stark et al., 1998; Levy, 1995; Briscoe et al., 1996 ; Greenlund et al., 
1995; Heim et al., 1995 ; Pelligrini et Schindler, 1993)
Espace 
extracellulaire
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pour la structure cristallographique de l’IFNγ seul, la structure du complexe n’a pas permis de 
résoudre la structure de la région C-terminale de la cytokine, trop flexible pour donner un 
signal interprétable.  
 
1.2.1.3. La transduction du signal de l’IFNγ 
 
L’IFNγ utilise, pour transmettre son message aux cellules cibles, la voie de signalisation 
JAK-STAT (Janus Kinase et Signal Transducers and Activators of Transciption). Pour ce 
faire, les deux sous-unités de l’IFNγR, l’IFNγRα et l’IFNγRβ interagissent de manière 
constitutive au niveau de leur partie cytoplasmique avec les protéines kinases qui sont 
respectivement Jak1 et Jak2 (Sakatsume et al., 1995). Ces deux kinases interagissent avec des 
régions identifiées, proches de la membrane plasmique (Stark et al., 1998). La fixation de 
l’IFNγ (dimérique) induit la dimérisation des deux sous-unités alpha du récepteur, ce qui 
permet le rapprochement des kinases (Levy, 1995). Les Jaks s’activent par phosphorylation 
croisée et permettent ainsi la phosporylation des tyrosines du récepteur. L’activation de Jak2 
se produit en premier et est indispensable à l’activation des Jak1 (Briscoe et al., 1996). Après 
phosphorylation, les deux chaînes alpha du récepteur offrent des sites proches de la partie C-
terminale, reconnus par les domaines SH2 des facteurs STAT1α (Greenlund et al., 1995; 
Heim et al., 1995). Ces derniers sont à leur tour phosphorylés par les Jaks (Schindler et al., 
1992). Ceci va leur donner la capacité de se dimériser pour former le facteur GAF (Gamma 
Activation Factor) qui, une fois dans le noyau, va se fixer sur des séquences cibles de type 
GAS (Gamma Activation Site) en amont des gènes régulés par l’IFNγ (Pelligrini et Schindler, 
1993) (Figure 34). 
 
1.2.2. L’interaction IFNγ / HS 
 
1.2.2.1. Caractéristiques de l’interaction 
 
A l’origine de la découverte de cette interaction, des travaux mettent en évidence que 
l’IFNγ interagit de manière importante avec des membranes basales. Le ligand principal alors 
identifié est l’héparane sulfate. L’affinité de cette interaction, de l’ordre de 1,5 nM, justifie 
l’intérêt porté à sa caractérisation (Lortat-Jacob et al., 1991). Des investigations plus poussées 
ont permis de démontrer que deux domaines riches en acides aminés basiques de la région C- 
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Figure 35: Modèle de l’interaction IFNγ / HS
A : D’après ce modèle, l’IFNγ homodimèrique interagit par l’intermédiaire de ses deux domaines D1 
(acides aminés en rouge) avec un segment d’HS caractéristique (deux courts domaines 
octasaccharidiques N-sulfatés (orangé) reliés par un long domaine N-acétylé d’environ 14 - 15 
disaccharides). Le domaine D2 (deuxième domaine basique de la région C-terminale de l’IFNγ) est 
représenté en vert.
B : Séquence oligosaccharidique d’HS nécessaire pour l’interaction avec l’IFNγ. Cette séquence est 
composée de deux domaines octasaccharidiques fortement sulfatés (important pour l’interaction) 
reliés entre eux par une quinzaine de disaccharides non sulfatés.
(d’après Lortat-Jacob et col., 1995).
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terminale de la cytokine sont impliqués dans l’interaction avec les HS (Lortat-Jacob et 
Grimaud, 1991 ; Vanhaverbeke et al., 2004). Ces domaines C-terminaux, KTGKRKR et 
RGRR, dénommés respectivement D1 et D2, interagissent avec des domaines structuraux 
d’HS de type héparine (Lortat-Jacob et Grimaud, 1992). Grâce à une approche biochimique 
de type "empreinte moléculaire", la séquence oligosaccharidique interagissant avec la 
cytokine a pu être partiellement caractérisée. Il s’agit d’un domaine central N-acétylé riche en 
Glc-A, d’environ 7 kDa, encadré par deux domaines N-sulfatés de 6 à 8 saccharides. Ces deux 
domaines anioniques semblent alors interagir avec les régions C-terminales basiques de la 
protéine (Figure 35). Dans la caractérisation d’interactions protéines-GAGs, ce fut la première 
fois que ce type d’organisation oligosaccharidique (domaine SAS) fut mis à jour (Lortat-
Jacob et al., 1995). L’organisation des GAGs en domaine SAS est schématiquement la 
succession de régions totalement sulfatées (S) entre lesquelles s’intercalent des régions pas ou 
peu sulfatées (A pour acétylé). 
 
1.2.2.2. Rôle de l’interaction 
 
L’interaction de l’IFNγ avec les HS met principalement en jeu le domaine D1 de la région 
C-terminale de la cytokine (Lortat-Jacob et Grimaud, 1991). Les deux domaines de la région 
C-terminale sont particulièrement sensibles aux coupures protéolytiques. De plus, l’activité de 
l’IFNγ est potentialisée si les 10 derniers acides aminés ont été clivés (coupures en aval du 
domaine D1). A l’inverse, cette activité est largement diminuée si les 14 (ou plus) derniers 
acides aminés sont supprimés (coupures dans ou en amont de D1) (Lortat-Jacob et al., 1996 ; 
Döbeli et al., 1988). La fixation de l’IFNγ aux HS, protégeant spécifiquement le domaine D1, 
mais pas le domaine D2, des dégradations protéolytiques représente un mécanisme de 
régulation de l’activité de la cytokine.  
Des études in vivo ont montré que la fixation de l’IFNγ aux HS régulait l’élimination 
plasmatique, la distribution tissulaire et l’accumulation locale de la protéine (Lortat-Jacob et 
al., 1996b). 
 Ainsi l’adhésion aux HS permet de localiser, protéger et moduler les effets de l’IFNγ 
(Lortat-Jacob et al., 1994 ; Lortat-Jacob et al., 1996a ; Lortat-Jacob et al., 1996b ; Sadir et al., 
1998). 
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2. LES TROUBLES PHYSIOLOGIQUES LIES À L’IFNγ 
 
2.1. EXEMPLES DE MALADIES ASSOCIEES A L’IFNγ 
 
L’IFNγ est capable de réguler au moins 200 gènes différents. Il est impliqué de façon 
majeure dans la régulation de la réponse immune, et a une activité pro-inflammatoire 
importante (Boehm et al., 1997). 
Dans les troubles tel que l’athérosclérose, une maladie inflammatoire chronique des 
vaisseaux avec des lésions dans les parois artériennes, l’IFNγ semble être un médiateur 
central (Leon et Zuckerman, 2005). Cependant, les travaux réalisés ne permettent pas, pour 
l’instant, de dire si, dans ce désordre là, la cytokine serait un pro- ou anti-athérogène. De plus, 
l’effet d’IFNγ dans la balance athérogénique semble potentiellement lié à l’évolution des 
troubles (Harvey et Ramji, 2005).  
De même, dans les maladies inflammatoires ou auto-immunes du côlon (colites) telles que 
la maladie de Crohn et la colite ulcérative, les taux de cytokines pro-inflammatoires (IFNγ, 
TNF-α) détectés dans le sang ou les tissus, sont supérieurs à la normale. Ces protéines ont été 
définies comme des cibles thérapeutiques potentielles (Ghosh et al., 2006). 
Lorsque la production d’IFNγ est dérégulée, de nombreuses maladies auto-immunes 
peuvent être développées. Il se peut donc que le taux d’IFNγ soit trop important, ce qui est le 
cas en particulier pour l’arthrite rhumatoïde, les différentes scléroses, le diabète de type I, 
la schizophrénie, ainsi que différentes maladies auto-immunes de la peau (Skurkovich et 
Skurkovich, 2003). 
Dans le cas de la leucémie, les médecins ont souvent recours à la greffe de la moelle 
osseuse. Une greffe acceptée par l'organisme peut être signe de guérison. Malheureusement, il 
arrive parfois que les lymphocytes T matures génèrent « la maladie du greffon contre l'hôte » 
(GVH), une maladie mortelle. Il s’est avéré que dans le cas de la GVH, l’apport d’IFNγ 
semble bénéfique dans la lutte contre cet effet secondaire grave. Cependant, l’IFNγ semble 
avoir un effet néfaste sur la greffe en elle-même (Yang et al., 2005). 
 
2.2. EXEMPLES DE TRAITEMENTS POUR MODULER L’ACTIVITE D’IFNγ 
 
Dans les pathologies liées à une surexpression d’IFNγ, la modulation de l’IFNγ endogène 
et, plus particulièrement, son inhibition est importante. Dans le cas des maladies 
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inflammatoires ou auto-immunes telle que la maladie de Crohn, le but est de réduire 
significativement l’action d’IFNγ. Ainsi, Fontolizumab, un anticorps monoclonal humanisé 
anti-IFNγ est actuellement en essais cliniques et dans certaines conditions se trouve avoir un 
effet positif sur la maladie (Hommes et al., 2006 ; Reinisch et al., 2006 ; Ghosh et al., 2006). 
Innogenetics utiliserait quant à elle un anticorps monoclonal anti-IFNγ (INNO-202) pour 
traiter la septicémie (Lainee et al., 2005). 
Pour information, Skurkovich et Skurkovich (2003) citent, dans leur revue, les maladies 
autoimmunes pour lesquelles des anticorps anti-IFNγ peuvent s’avérer efficaces. Cela est par 
exemple le cas pour l’arthrite rhumatoïde, différentes scléroses, et plusieurs maladies 
autoimmunes de la peau. De même dans le rejet de greffe (comme par exemple la 
transplantation de cornée), l’inhibition de l’IFNγ a été envisagée (Skurkovich et Skurkovich, 
2003). 
 
Outre les désordres liés à une surexpression d’IFNγ, il existe certaines pathologies liées à 
un manque évident de la cytokine. Ainsi dans certains cas, de l’IFNγ exogène et recombinant, 
peut être utilisé comme molécule thérapeutique.  
Par exemple, la société InterMune a déjà commercialisé, aux USA, Actimmune® (IFNγ) 
via Genentech pour traiter les granulomatoses chroniques et l’ostéoporose, et souhaite le tester 
pour soigner les infections par le virus de l’hépatite C. En Europe, Boehringer Ingelheim le 
commercialise sous le nom d’Immukine®. InterMune réalise également des essais cliniques 
de phase III avec de l’IFNγ pour le traitement de fibroses pulmonaires idiopathiques.  
Aussi, dans le cas du cancer où l’immunosurveillance est souvent insuffisante, les 
propriétés anti-tumorales et immunostimulantes de l’IFNγ peuvent être utiles. (Brandacher et 
al., 2006). En complément du TNFα, l’apport de l’IFNγ apparaît intéressant pour lutter contre 
les mélanomes de la peau (Lejeune et al., 1998). Il en est de même avec l’IL-12 dans le 
traitement de mélanomes métastatiques (Kim et al., 1996) ou avec le 5-fluorouracil dans le 
cancer colorectal (Pavlidis et al., 1996). La société Transgène développe (phase clinique II) 
le TG-1042, un adénovirus non-réplicatif contenant le gène codant pour l’IFNγ, connu 
également sous le nom d’adéno-interféron-gamma (Ad-IFNγ). Il est indiqué pour les cas de 
lymphomes cutanés à cellules B et potentiellement dans certaines tumeurs solides primaires et 
métastatiques. 
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Le fil conducteur de ce travail, tant bibliographique qu’expérimental, repose sur le fait que 
les PGs, d’une manière générale, sont des macromolécules essentielles dans la plupart des 
processus qui permettent le bon fonctionnement de l’organisme. Ainsi, les travaux présentés 
dans ce manuscrit et résultant de ces trois dernières années d’études ont été organisés en deux 
grands exposés afin de mettre en avant comment ces macromolécules peuvent être 
caractérisées, et surtout comment de telles caractérisations peuvent permettre le 
developpement de molécules présentant un intérêt thérapeutique.  
La première partie porte ainsi sur l’étude structurale et fonctionnelle d’un 
protéoglycanne récemment découvert: l’endocan. La seconde partie expose les travaux de 
caractérisation structurale et fonctionnelle de l’interaction entre IFNγ et les HS qui ont permis 
le développement d’un mime oligosaccharidique permettant de moduler les activités 
biologiques de cette cytokine.  
 
9   ETUDE STRUCTURALE ET FONCTIONNELLE D’ENDOCAN 
 
Les mécanismes d’action d’endocan sont encore mal connus mais, comme cela a été dit, 
dans les processus tels que le développement tumoral ou l’inflammation, ce PG récemment 
découvert semble avoir des fonctions non négligeables qu’il reste encore à approfondir. Sa 
caractérisation structurale ainsi que l’étude des interactions qu’il est capable d’engager avec 
différents médiateurs peuvent ouvrir des voies permettant de mieux comprendre son 
fonctionnement et ses utilités.  
 
Dans un premier temps, il a donc été nécessaire de mettre au point une plateforme de 
production et purification, à la fois, d’endocan, de son core protéique et de sa chaîne 
glycannique. Dans le cadre d’Endotis Pharma, cette plateforme était nécessaire pour le 
développement d’un kit de dosage d’endocan et surtout pour la réalisation d’essais in vivo, 
très consommateurs. Dans le cadre de ce travail de thèse, l’obtention de ces trois molécules a 
permis de réaliser l’ensemble des autres travaux. Cette plateforme a été optimisée pour 
obtenir chacune de ces molécules à l’échelle du milligramme. Le mode de production original 
mise en place fait l’objet d’un article en fin d’écriture : Adam et al., en préparation. 
 
La caractérisation structurale de la chaîne d’endocan et du core protéique d’endocan a été 
réalisée de façon indépendante.  
  169
-A l’issue de ce travail, un modèle de l’organisation structurale de ces chaînes 
oligosaccharidiques a été proposé (résultats non publiés).  
- L’approche structurale du core protéique d’endocan par cristallographie a été engagée. Elle 
n’a pas permis pour l’instant d’aboutir à l’obtention de cristaux nécessaires à la résolution 
d’une structure pour endocan. Malgré tout, plusieurs aspects structuraux ont pu être mis à 
jour. Le profil de l’organisation des ponts disulfures a été tracé, un motif EGF-like a pu en 
être dégagé. La présence sur le core protéique d’endocan de glycosylations de type O- et N-
glycannes de nature non GAG a été remarquée. 
 
Une étude de l’interaction entre endocan et différents ligands a été réalisée. Elle a permis, 
premièrement, d’obtenir l’affinité d’anticorps monoclonaux vis-à-vis d’endocan, développés 
dans le cadre d’une trousse de dosage de type ELISA, ou comme agents thérapeutiques. 
Deuxièmement, un criblage de l’interaction entre plusieurs médiateurs pro-inflammatoires ou 
pro-tumoraux et endocan, son core protéique ou sa chaîne glycannique a été fait, et les 
affinités de l’HGF/SF et de l’IFNγ vis-à-vis de la chaîne glycannique d’endocan ont pu être 
mesurées. 
 
Finalement, d’un point de vue plus fonctionnel, l’effet d’endocan sur la protéine IFNγ a 
pu  être mesuré. Via sa chaîne de DS, endocan apparaît être dans ces tests un inhibiteur de la 
cytokine. Ensuite, un criblage pour détecter la présence de l’ARNm d’endocan ou de 
l’endocan sécrété a été effectué sur plusieurs lignées cellulaires. Les résultats confirment 
qu’endocan ne peut plus être restreint à ses qualités de molécule spécifique des cellules 
endothéliales.  
 
9   ETUDE STRUCTURALE ET FONCTIONNELLE DE 
L’INTERACTION IFNγ/HS : DEVELOPPEMENT D’UN MIME 
OLIGOSACCHARIDIQUE MODULANT L’ACTIVITE D’IFNγ. 
 
La région C-terminale de l’IFNγ est importante pour l’activité de la cytokine. Or, l’IFNγ 
interagit par le biais de cette région C-terminale avec les HS. Un modèle de cette interaction a 
été précédemment proposé (Lortat-Jacob et al., 1995).  
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Sur ce modèle d’interaction, des mimes oligosaccharides ont été pensés et obtenus par 
synthèse chimique : Lubineau et al., 2004. 
L’objectif a alors été de tester si ces molécules étaient capables de mimer les HS dans 
l’interaction avec l’IFNγ, et surtout d’évaluer, in vitro, si certaines étaient capables de 
moduler l’activité de la cytokine. Une molécule (appelée 2O10) s’est révélée avoir les mêmes 
propriétés que l’héparine in vitro vis-à-vis d’IFNγ. Elle constitue donc un bon mime de l’Hp 
et des HS et se place comme une molécule intéressante pour inhiber l’activité de l’IFNγ. Cela 
à fait l’objet d’une publication en 2005 : Sarrazin et al., 2005. 
 
L’interaction de l’IFNγ avec les HS est rendue possible par des domaines basiques (D1 et 
D2) de la région C-terminale de la protéine. Afin d’étudier plus en détail l’importance que 
peut avoir chacun des acides aminés basiques de ces domaines dans l’interaction avec les HS 
ou pour le mécanisme d’action de la cytokine, un travail de mutagenèse sur ces domaines a 
été entrepris. 
 
Un travail a été mené pour résoudre par cristallographie la structure de la région C-
terminale d’IFNγ jusqu’à présent inconnue. Pour cela, des expériences de cristallogenèses ont 
été réalisées sur des complexes entre différents GAGs naturels ou de synthèse afin de 
stabiliser la région C-terminale de la protéine jugée trop labile. Ce travail n’a pour l’instant 
abouti qu’à quelques pistes qu’il reste encore à explorer.  
 
 
Au total, les travaux réalisés au cours de ces études ont donnés lieu à la publication de 
deux manuscrits originaux et quatre articles de revue. 
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developments in Therapeutic Glycomics". Eds. Maryse Delehedde and Hugues Lortat- 
Jacob. Chapter 1. 
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Deux articles sont également en cours de preparation : 
 
Adam E., J-F. Minéo, S. Sarrazin, M. Debunne, V. Motte, C. Villedieu, R-M. Siminski,  M. 
Baroncini, P. Lassalle, S. Blond, C-A. Maurage, and M. Delehedde. (Prêt). " Endocan 
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"Efficient long-term and high yielded production of a recombinant proteoglycan in 
eukaryotic HEK293 cells using a membrane-based bioreactor." 
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1. MISE EN PLACE D’UNE PLATEFORME 
DE PRODUCTION ET PURIFICATION 
D’ENDOCAN, DU CORE PROTEIQUE 
D’ENDOCAN ET DES CHAINES DS 
D’ENDOCAN 
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1.1. PRODUCTION ET PURIFICATION D’ENDOCAN  
 
1.1.1. Matériel et méthodes 
 
Culture cellulaire de la lignée HEK293 surexprimant endocan ou le core protéique 
d’endocan 
Les lignées stables de cellules HEK293 sur-exprimant le gène d’endocan ou du mutant 
d’endocan (S137A) ont été obtenues de Philippe Lassalle (Béchard et al., 2001). Ces cellules 
sont maintenues en culture adhérente en milieu DMEM contenant 10 % de sérum de veau 
fœtal (SVF, Cambrex), 2 mM de L–glutamine (Gibco Invitrogen), 100 U/ml de pénicilline 
(Gibco Invitrogen), et 100 µg/ml de streptomycine (Gibco Invitrogen). La quantité nécessaire 
de cellules HEK293 permettant la production d'endocan recombinant a été obtenue par 
amplification en condition adhérente. Toutes les cellules sont maintenues à 37°C en 
incubateur à 5 % de CO2, 95 % d’humidité. 
 
Production d’endocan recombinant en flasks 
La culture des cellules HEK293 pour la production d'endocan en flasks se fait en 
condition de semi-adhérence, dans du milieu SFMII qui est un milieu spécifique ne contenant 
pas de SVF, mais qui est supplémenté en glutamine (2 mM), en pénicilline (100 U/ml) et en 
streptomycine (100 µg/ml). Après amplification, 50 millions de cellules pour 100 mL de 
milieu de culture sont ensemencées dans des flasks de 175 cm². Après une période de quatre 
jours, 70 millions de cellules sont récupérées, rincées et réensemencées dans les flasks. Le 
milieu de culture contenant endocan est alors récupéré et congelé à -20°C. Les deux premières 
récoltes ainsi faites en milieu SFMII ne contiennent que très peu d’endocan. 
 
Production d’endocan recombinant en spinner 
Les conditions de culture sont les mêmes qu’en flasks à l’exception que chaque spinner 
contient un volume de 800 mL de milieu dans lequel est libéré l’endocan recombinant. La 
rotation appliquée dans le spinner doit être la plus douce possible afin que les cellules puissent 
pousser en amas sans sédimenter. Une rotation trop brusque ou trop lente n’est pas favorable. 
 
Production d'endocan recombinant en bioreacteur CL1000 
La culture en bioréacteur des cellules HEK293 a bénéficié de l’expertise d’Estelle Adam 
concernant ce type de culture, initialement développée chez Endotis Pharma pour la culture 
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des hybridomes et la production d’anticorps (Adam et al., en préparation). Pour une culture en 
bioréacteur, les cellules HEK293 surexprimant endocan doivent être préalablement adaptées 
au milieu SFMII dans les flasks. La concentration en cellules mortes ainsi que la 
concentration en endocan produit sont déterminées à chaque passage des cellules comme pour 
les cultures en flask ou spinner. Une fois les cellules adaptées au milieu SFMII et lorsqu’un 
nombre suffisant de cellules est atteint, elles sont passées dans le bioréacteur CL1000 (Integra 
Biosciences). Les cellules HEK293 cultivées en bioréacteur pour la production d'endocan sont 
toujours en suspension dans du milieu défini SFMII ne contenant pas de SVF (Gibco 
Invitrogen), mais supplémenté en glutamine (2 mM), pénicilline (100 U/ml) et streptomycine 
(100 µg/ml). Les cellules HEK293 en phase exponentielle de croissance sont donc lavées puis 
reprises dans 20 ml de milieu SFMII. Les cellules sont alors introduites dans le compartiment 
cellulaire du bioréacteur CL1000 à raison de 400x106 cellules / CL1000. Le compartiment 
nutritif du bioréacteur CL1000, quant à lui, est rempli de milieu SFMII (800 mL). Le 
bioréacteur ainsi préparé est placé dans un incubateur à 5 % de CO2, 95 % d’humidité et 
37°C. Après une semaine de culture, le compartiment nutritif est vidé et la totalité des cellules 
est prélevée. Après centrifugation à 1600 trs/min, 5 minutes et à 4°C, le surnageant contenant 
l'endocan recombinant est récolté et conservé à -80°C jusqu’à purification. Un aliquot est 
également conservé à -20°C pour le suivi de la production par dosage ELISA. Le culot 
cellulaire est remis en suspension en milieu SFMII, et la quantité nécessaire de cellules est 
réensemencée en milieu SFMII dans le compartiment cellulaire. Les récoltes suivantes ont 
ensuite lieu tous les 3 ou 4 jours, suivant toujours le même procédé. A chaque récolte, une 
numération cellulaire est effectuée à l’aide d’hématocytomètre (cellule de Thoma), avec 
exclusion des cellules mortes en utilisant la coloration au bleu trypan. La culture en CL1000 
peut être ainsi maintenue pendant plusieurs semaines. 
 
Purification d’endocan 
Le pH du milieu de culture récolté est tout d’abord ajusté à pH 8 avant l’application sur 
une colonne de DEAE-Sephacel (Sigma). La colonne est lavée avec 6 volumes de tampon 0,2 
M NaCl, 50 mM Tris, pH 8. L’endocan ainsi fixé est élué avec un tampon 1 M NaCl, 50 mM 
Tris, pH 8. La salinité des fractions récoltées est abaissée à 0,2 M par dialyse en utilisant une 
membrane Spectra Por7  (1000 MWCO). L’échantillon contenant l’endocan est alors appliqué 
sur une colonne d’affinité de type HiTrapNHS (Amersham) sur laquelle l’anticorps 
monoclonal EP204 avait préalablement été immobilisé à raison de 8 mg par mL de résine. La 
colonne d’immunoaffinité est rincée avec un tampon Tris 50 mM, NaCl 0,2 M, pH 8 puis 
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l’endocan est élué avec une solution de MgCl2 4 M. Les 6 premiers volumes sont récupérés 
puis dessalés sur une colonne HiPrep 26/10 Desalting Sephadex G25 ; 53 mL (Amersham). 
 
ELISA Endocan 
Le dosage ELISA Endocan est un ELISA sandwich. Un premier anticorps monoclonal 
anti-endocan, clone EP214 (2 µg/ml, tampon carbonate/bicarbonate 0,1 M pH 9.6), est 
adsorbé en plaque 96 puits (Maxisorp, Nunc), pendant la nuit à 4°C. Après 3 lavages en 
tampon PBS contenant 0,05 % Tween 20, les plaques sont saturées pendant 1 heure en 
PBS 10 % SVF. Les échantillons à tester, les surnageants de culture, ou les sérums sont alors 
déposés, dilués ou non en tampon PBS 10 % SVF, pour obtenir un volume final de 100 
µl/puits. Une gamme étalon réalisée à partir d’endocan recombinant est également déposée 
dans les puits de la même manière (de 20 ng/ml à 0,3 ng/ml). Après deux heures d’incubation 
à température ambiante, et cinq lavages en tampon PBS contenant 0,05 % Tween 20, la 
présence d’endocan dans les puits est révélée par une première incubation avec un anticorps 
monoclonal anti-endocan, clone EP215 (2 µg/ml en tampon PBS 10 % SVF) pendant 
une heure, puis avec un anticorps polyclonal anti-IgG1 de souris couplé à de la biotine (clone 
A85-1, BD Pharmingen) pendant une heure également. Une solution de streptavidine-
peroxydase est ensuite ajoutée dans les puits, puis incubée pendant 20 minutes à l’obscurité. 
Chacune de ces trois incubations est suivie de cinq lavages en tampon PBS contenant 0,05 % 
Tween 20. Le complexe ainsi formé est alors détecté grâce à l’ajout du substrat de l’enzyme 
peroxydase, le substrat TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine, Sigma), pendant 30 minutes à 
l’obscurité. Après neutralisation de la réaction colorimétrique par addition d’acide 
chlorhydrique 2N, l’absorbance est mesurée à 450 nm et 570 nm (comme filtre de référence) 
grâce au lecteur de microplaques Multiskan ascent (Thermolabsystems). 
 
Gel SDS-PAGE 
Pour visualiser l’endocan, mais surtout le core protéique d’endocan des gels SDS-PAGE 
de 12 % sont utilisés régulièrement (gel de concentration 4 %, et gel de séparation 12 %). Les 
échantillons sont préparés dans une solution de Tris/HCl 30 mM, SDS 1 %, glycérol 5 %, 
bleu de bromophénol 0,1 %, pH 6.8 et chauffés à 90°C pendant 5 minutes. La migration 
s’effectue à 15 mA dans le gel de concentration et à 30 mA dans le gel de séparation. Les 
protéines sont colorées au bleu de Coomassie (40 % méthanol, 7 % acide acétique, 0,25 % 
(w/v) Bleu Coomassie, 53 % H2O) le gel est ensuite décoloré (méthanol 10 %, acide acétique 
glacial 7 %, H2O 83 %). 
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Western Blot 
Afin de détecter de manière plus spécifique et sur de plus faibles quantités la présence 
d’endocan ou certains fragments d’endocan, le Western Blot peut être utilisé. Pour cela, les 
protéines d’un gel SDS-PAGE sont transférées sur une membrane de PVDF (Bio-Rad) 
(transfert 1 heure 100V 4°C). La membrane est saturée en protéines dans un tampon TBS 
(Tris / HCl 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 7.4) contenant 5 % de lait en poudre, 1 heure à 
température ambiante. Un anticorps de souris monoclonal anti-endocan (2 µL à 2 mg/mL dans 
20 mL) est ajouté sur la membrane dans du TBS/Tween/lait (TBS contenant 0,05 % de Tween 
20 et 5 % de lait en poudre), pendant 1 heure. Les anticorps non fixés sont supprimés par trois 
rinçages de TBS contenant du Tween 20. L’anticorps polyclonal anti-souris couplé à la HRP 
(Amersham) est ajouté (1/10000°) dans du TBS Tween Lait, pendant 1 heure , le surplus est 
rincé trois fois avec du TBS Tween. On révèle ensuite la présence de la HRP, donc 
d’endocan, par chemiluminescence (Kit ECL Amersham Biosciences), et autoradiographie 
(Hyperfilm ECL, Amersham). 
 
Dot Blot 
Dans certains cas, pour le suivi en routine d’endocan, pendant une chromatographie par 
exemple, le Dot Blot est une méthode plus rapide que le Western Blot. Les anticorps utilisés 
sont spécifiques d’endocan et ne créent pas de bruit de fond. En utilisant un appareil à dot-
blot, l’échantillon est directement appliqué dans un volume de 200 µL de PBS sur une 
membrane de nitrocellulose. La procédure de révélation de la protéine sur la membrane de 
nitrocellulose est ensuite identique à celle utilisée dans le cas du Western Blot. 
 
1.1.2. Résultats et discussion 
 
La production et la purification d’endocan recombinant ont été entreprises pour mener à 
bien plusieurs projets. Dans le cadre des travaux de thèse, l’endocan ainsi obtenu allait 
pouvoir être utilisé pour étudier les interactions avec d’autres molécules ou pour développer 
des essais visant à caractériser ses fonctions. Dans le même temps, l’endocan purifié pouvait 
constituer une source de chaînes de DS d’endocan, amenées à être caractérisées ou 
fractionnées afin d’obtenir une librairie oligosaccharidique de type DS. Dans le cadre du 
développement d’un kit de dosage d’endocan, le PG utilisé comme standard de référence était 
également nécessaire. De même, une production conséquente d’endocan était nécessaire pour  
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Figure 1: Système de production en bioréacteur CELLine 1000
Le système de production CL1000 (CELLine 1000) développé par Integra Biosciences a été conçu 
principalement pour la production d’anticorps monoclonaux. Le principe du bioréacteur est très 
simple. Le système se compose de deux compartiments distincts, séparés par une membrane semi-
perméable (10 kDa). Les biomolécules produites sont ainsi retenues dans le compartiment inférieur 
(qui contient également la masse cellulaire). En revanche les métabolites produits par les cellules 
diffusent dans le compartiment supérieur, compartiment qui sert également de réserve nutritive 
(milieu de culture). L’apport en oxygène se fait par la surface inférieure qui est directement en 
contact avec les cellules pour une meilleure oxygénation des cellules vouées à croître de manière 
très dense.
Î Gain de temps
Î Réduction des risques de 
contamination
1.5 heures minimum
(pour 2 passages)
20 à 30 min 
/ CL1000
(pour 2 
passages)
Temps de 
manipulation 
/ semaine
Î Économie énorme en 
consommables
Flasks, Pipettes, Tubes à
centrifuger, etc…Très faibleConsommables
Î Réduction importante du 
volume de récolte à purifier
Î Gain de place dans les 
incubateurs
équivaudrait à 1,6 L de 
surnageant
soit 2 passages de 8 flasks
175 cm2
40 ml / 
CL1000
(2 passages)
Volume de 
surnageant 
récolté / 
semaine
Î Concentration en endocan
x 40
environ
5 µg/ml
environ
200 µg/ml
Concentration 
estimée en 
Endocan
Suspension en flasks 175 
cm² ou spinnersCL1000
Méthode de 
production
Optimisation liée à
l’utilisation des CL1000
Production d’endocan en 
flasks ou spinner
Production 
d’endocan en 
CL1000
Figure 2: Tableau comparatif des différents modes de production d’endocan
Dans le but d’optimisations, la production d’endocan a été mise au point en flasks, spinner, et 
bioréacteur CL1000. La production en protéines, les volumes à traiter, le temps de manipulation, 
l’utilisation de consommables ont été estimés et retranscrits dans ce tableau.
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réaliser des essais in vivo chez l’animal très consommateurs de protéines recombinantes. 
Ainsi, en utilisant le protocole de production mis en place pour les anticorps et initialement 
developpé chez Endotis Pharma par Estelle Adam (Adam et al. En préparation) et en adaptant 
la purification d’endocan mise en place par Béchard et al. (2001), nous sommes passés d’une 
production de quelques centaines de microgrammes à plusieurs milligrammes d’endocan 
recombinant (Figure 1). 
Pour chaque bioréacteur, les conditions optimales de production (ensemencement, temps 
entre chaque passage, viabilité) ont été évaluées (données non montrées). Si la quantité de 
cellules par millilitre de milieu consommé est uniquement prise en compte, les conditions 
d’ensemencement sont identiques pour les trois moyens de cultures. En revanche, pour les 
CL1000, si l’on prend en considération uniquement le compartiment cellulaire qui compte 
pour 20 mL alors que l’ensemble du bioréacteur utilise 800 mL, alors dans ce cas, 
l’ensemencement peut être considéré comme quarante fois plus important pour une CL1000 
que pour un flask ou un spinner. Une comparaison sur la rentabilité de ces trois moyens de 
production a été faite (Figure 2).  De façon identique à ce qui vient d’être expliqué, la 
production d’endocan apparaît quarante fois plus importante pour une CL1000 si seul le 
compartiment cellulaire est pris en compte. Cependant, rapporté au nombre de cellules totales 
et au volume de milieu consommé, le taux de production est identique. L’énorme avantage du 
bioréacteur CL1000 est lié au fait que les volumes à traiter (purifier) sont quarante fois moins 
importants. Cela est un avantage pour le temps de purification et par conséquent pour 
l’intégrité du PG. Concernant les avantages techniques, la CL1000 est également favorable à 
un gain de place dans les incubateurs, un gain de temps, une réduction des risques de 
contamination et une économie très importante sur du long terme (une CL1000 peut être 
utilisée pendant 6 mois). L’ensemble de ces travaux fait l’objet d’un manuscrit en 
préparation :  
Adam E., S. Sarrazin, C. Landolfi, V. Motte, P. Lassalle and M. Delehedde. (Fin de rédaction) 
"Efficient long-term and high yielded production of a recombinant proteoglycan in 
eukaryotic HEK293 cells using a membrane-based bioreactor." 
 
Concernant la purification, le protocole (Béchard et al., 2001) a principalement été 
conservé. Il est constitué de deux principales étapes de chromatographie. Tout d’abord, une 
étape d’échange d’anions est réalisée. Figure 3A le chromatogramme d’une élution de 
colonne DEAE-sephacel est présenté. Pour avoir également travaillé avec des gradients de 
NaCl, l’élution de l’endocan débute à environ 0,4 M NaCl (données non montrées). L’élution 
par gradient n’a pas été concervée pour éviter une dilution trop importante de notre 
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Figure 3A: Première étape de la purification d’endocan par 
chromatographie échangeuse d’anions
Sur une colonne C10/10 (5 mL de résine DEAE-Sephacel (Sigma), le milieu de culture récolté
est ajusté à pH 8 et chargé à 0,25 mL/min. Le chromatogramme présenté, obtenu sur un Akta
basic (Amersham), montre la phase de rinçage de la colonne (50 mL) puis l’élution de l’endocan 
par l’ajout d’une solution à 1M NaCl. Le tracé bleu permet de suivre l’absorbance à 280 nm, le 
tracé rouge la conductivité et le tracé vert le pourcentage théorique du tampon B contenant 
1M NaCl. Durant la phase de rinçage beaucoup de protéines ne sont pas retenues sur la 
colonne. Le gradient à 1 M NaCl permet d’éluer les protéines (dont l’ endocan) qui étaient 
retenues sur la colonne.
Rinçage : 50 mL Tris 50mM NaCl 0,2M 10 mL
Tris 50mM NaCl 1M
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échantillon. Selon les modes de production utilisés, la taille des colonnes a dû être adaptée 
pour que le chargement soit effectué en moins de 24 heures. Par exemple, pour la purification 
de dix récoltes, le volume à traiter pour les surnageants issus des CL1000 (180 mL) est 
différent du volume à traiter pour une culture en flask ou en spinner (8 Litres). Dans le 
premier cas, une colonne C10/10 (Amersham) avec 5 mL de résine suffit à avoir un débit de 
0,25 mL/min, dans le second une colonne XK50/50 (avec 30 mL de résine) permettant un 
débit de 5 mL/min est plus adapté. Les volumes d’élution à traiter sont bien entendu à prendre 
en considération dans les étapes suivantes. Après abaissement de la salinité par dialyse, la 
seconde étape de purification est réalisée par immunoaffinité. Les colonnes utilisées pour 
l’ensemble des purifications ont été des HiTrapNHS (Amersham). La Figure 3B  montre le 
profil du chromatogramme obtenu lors de l’élution d’endocan sur une colonne "HiTrapNHS-
EP204" par une solution de MgCl2 4M. D’autres tampons plus couramment utilisés en 
laboratoire pour effectuer l’élution d’une colonne d’immunoaffinité ont été testés comme, par 
exemple, une solution de glycine 10 mM pH 2, mais aucune d’entres elles n’ont donné de 
résultats positifs. Afin de supprimer la solution "visqueuse" de MgCl2, la mise en place d’un 
protocole de déssalage utilisant une colonne HiPrep 26/10 Desalting a donné des résultats plus 
intéressants que l’utilisation de la dialyse qui avait du mal à faire disparaître toutes les traces 
de MgCl2 (élément très important pour l’utilisation de l’endocan in vivo puisque le Mg peut 
être toxique). 
Dans un souci de dosage et du contrôle de la qualité des protéines recombinantes ainsi 
produites, plusieurs mesures ont été définies. Tout d’abord, concernant la quantification 
d’endocan, le test ELISA originellement développé par Philippe Lassalle et repris par nos 
laboratoires (Endotis Pharma et IBS), fonctionne très bien à condition de posséder un endocan 
étalon. Une autre méthode de dosage a pu être utilisée après purification d’endocan. C’est le 
dosage BCA (Pierce ou Sigma), avec toujours de l’endocan recombinant comme étalon et non 
de la BSA. Afin de définir la pureté et la concentration exacte d’un échantillon d’endocan 
purifié (pour définir un étalon par exemple), le meilleur moyen a été l’analyse protéique 
(analyse du ratio de chaque acide aminé dans un échantillon). Il a été remarqué que dans le 
cas d’endocan, le coefficient d’extinction molaire d’endocan variait énormément en fonction 
du tampon pour un même lot d’endocan. La chaîne de DS semble avoir une influence dans la 
détermination du coefficient d’extinction molaire. Ce moyen de dosage de la quantité 
d’endocan n’a donc pas été conservé. Concernant l’intégrité de l’endocan, un Western Blot a 
été réalisé sur chaque lot d’endocan purifié, avec l’anticorps EP221 capable de détecter 
endocan mais aussi les fragments peptidiques issus de la dégradation de ce PG. 
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Gel en Bleu de coomassie
WB
Figure 3B: La deuxième étape de la purification d’endocan est une 
chromatographie d’immunoaffinité
Sur une colonne HiTrapNHS (amersham) sur laquelle l’anticorps monoclonal EP204 a 
préalablement été immobilisé, l’endocan récupéré par élution de la chromatographie 
d’échange d’ions est chargé en boucle (5 passages à 0,1 mL/min). Le chromatogramme 
présenté, obtenu sur un Akta basic (Amersham), montre la phase d’élution de la colonne 
avec une solution de 4 M MgCl2. Le tracé bleu permet de suivre l’absorbance à 280 nm, 
et le tracé rouge la conductivité. L’ajout de MgCl2, qui fait augmenter la conductivité, 
permet d’éluer l’endocan (tracé bleu). Un gel SDS-PAGE ainsi qu’un WB sont réalisés sur 
chacune des fractions de l’élution, cela permet de vérifier la présence d’endocan (WB) 
et permet d’avoir une idée sur la présence de potentielles protéines contaminantes 
(coloration au bleu de coomassie).
  183
Grâce à l’intégration de ces différentes optimisations des systèmes de production cellulaire 
(augmentation de la biomase et diminution des volumes), il a ainsi été possible de produire 
par semaine environ 7 à 8 mg d’endocan par CL1000. La purification de cette protéine 
recombinante dure ensuite globalement deux jours et le contrôle de l’intégrité et de la pureté 
(contrôle de la qualité) dure une autre journée. Les méthodes ainsi développées permettent 
d’obtenir avec un rendement de 50 %, environ 3 à 4 mg de protéoglycanne avec un très bon 
degrès de pureté, ce qui est très satisfaisant pour un système d’expression eucaryote. 
 
1.2. PRODUCTION ET PURIFICATION DU CORE PROTEIQUE D’ENDOCAN 
 
1.2.1. Matériel et méthodes 
 
Production du core protéique d’endocan 
La production du mutant d’endocan (S137A) ne possédant pas la chaîne DS est réalisée en 
bioréacteur CL1000 dans les mêmes conditions que celles décrites pour l’endocan sauvage à 
l’exception que l’ensemencement optimal doit se faire avec 160 millions de cellules / 
CL1000.  
 
Purification du core protéique d’endocan 
Le pH du milieu de culture récolté est ajusté à pH 9 avant l’application sur une colonne de 
Q-Sepharose (Amersham) (5 mL de résine dans une colonne C10/10). La colonne est lavée 
avec 6 volumes de tampon  50 mM Tris, pH 9. L’endocan ainsi fixé est élué par un gradient 
de 0 à 1 M NaCl, 50 mM Tris, pH 9. Les fractions contenant le core protéique d’endocan 
(visualisation par SDS-PAGE ou WB) sont rassemblées. Le core protéique est alors appliqué 
sur une colonne d’affinité de type HiTrapNHS (Amersham) sur laquelle l’anticorps 
monoclonal EP236 avait préalablement été immobilisé à raison de 8 mg par mL de résine. La 
colonne d’immunoaffinité est rincée avec un tampon Tris 50 mM NaCl 0,2 M, pH 8 puis 
l’endocan est élué avec une solution de glycine 10 mM pH 2. Des fractions de 900 µL sont 
récupérées, et instantanément neutralisées par 100 µL de Tris 250 mM. Les fractions 
contenant le core protéique d’endocan sont rassemblées. Le changement de tampon et la 
concentration des échantillons se font par filtration à travers une membrane de porosité 
inférieure à 10 000 Da (Amicon Ultra Centrigugal Filter Devices 10000 MWCO de 
Millipore). 
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Figure 4A: Première étape de la purification du core protéique d’endocan 
par chromatographie d’échange d’anions
Sur une colonne C10/10 (5 mL de résine Q-Sepharose) (Amersham), le milieu de culture 
récolté est ajusté à pH9 et chargé à 0,25 mL/min.
a - Le chromatogramme présenté, obtenu sur un Akta basic (Amersham) montre l’élution de 
l’endocan par un gradient de 0 à 1 M de NaCl. Le tracé bleu permet de suivre l’absorbance à
280 nm, le tracé rouge la conductivité et le tracé vert le gradient théorique de NaCl. Le 
gradient permet d’éluer les protéines (dont le core protéique d’endocan) selon trois ‘’pics’’
principaux. 
b - Le suivi des chromatographies par Dot-Blot permet de dire que la partie protéique 
d’endocan est éluée dans le premier pic. Sur le Dot Blot sont déposés : le milieu de culture 
chargé sur la colonne (R3 = récolte 3, R4 = récolte 4, R3+4 = mélange des deux récoltes qui a 
été chargé sur la colonne), les protéines non retenues sur la colonne = OUT, les protéines 
décrochées pendant le rinçage = Rinç, un échantillon de chacune des fractions = fractions 1 à
20.
1 M NaCl
0 M NaCl
7 9 11    13 15
a
b
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1.2.2. Résultats et discussion 
 
A l’image de l’endocan sauvage, la production et la purification du core protéique 
d’endocan ont été également mises en place pour  mener à bien plusieurs projets. Dans le 
cadre des travaux de thèse, la partie protéique d’endocan ainsi obtenue devait pouvoir être 
utilisée pour étudier les interactions avec d’autres molécules, pour développer des essais 
visant à caractériser les fonctions d’endocan et également pour permettre d’entreprendre des 
travaux de cristallisation. Dans le cadre des projets d’Endotis Pharma, le core protéique 
d’endocan devait également être utilisé pour des essais in vivo chez la souris. Comme pour 
l’endocan, l’objectif était de mettre en place un système de production et purification 
permettant l’obtention de plusieurs milligrammes de protéines. 
Le système d’expression utilisé reste le même que pour la production d’endocan sauvage, 
à la différence que sur l’ADNc d’endocan dans le vecteur d’expression, une mutation sur le 
codon de la sérine 137 a été introduite. La sérine 137 est alors remplacée par une alanine, ce 
qui ne permet plus l’ancrage de la chaîne de DS sur l’endocan (Béchard et al., 2001). La 
lignée stable d’HEK293 transfectée avec le vecteur pcDNA3 contenant l’ADNc  muté conçue 
par l’équipe de Philippe Lassalle (Institut Pasteur de Lille) a également été transférée au sein 
d’Endotis Pharma. La lignée exprimant le core protéique d’endocan permet, de la même façon 
que pour endocan, l’expression dans le milieu de culture. Les cellules sont pourtant moins 
adhérentes que les cellules HEK293 exprimant endocan. Bien qu’une production en flask soit 
possible, la culture en spinner n’a, en revanche, pas pu être adaptée. Pour des raisons 
évidentes d’efficacité, la production du core protéique d’endocan a été réalisée en CL1000. 
Les conditions optimales d’utilisation ont été définies et nécessitent un ensemencement de 
160 millions de cellules par CL1000 avec un passage tous les trois jours et demi au cours 
duquel la viabilité est estimée à environ 50 %.  
Concernant la purification du core protéique, plusieurs méthodes de chromatographie 
d’échange d’ions ont été tentées. En effet, des colonnes telles que la DEAE-sephacel et la SP-
sepharose ont par exemple été testées avec différents tampons et à différents pH. Nos résultats 
ont montré que la Q-sépharose était la colonne qui donnait les meilleurs résultats à pH 9. La 
Figure 4A montre que le core protéique d’endocan sur une telle colonne est élué de 0 M NaCl 
à 0,5 M NaCl. Comme cela a été établi pour la purification d’endocan, la seconde étape de 
purification est une chromatographie d’immunoaffinité. Le core protéique d’endocan ne réagit 
pas de la même façon que l’endocan vis-à-vis des anticorps monoclonaux développés. Ainsi, 
en utilisant la résonance plasmonique de surface (SPR ; Biacore), des conditions de 
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Figure 4B: La deuxième étape de la purification du core protéique d’endocan est 
une chromatographie d’immunoaffinité
Sur une colonne HiTrapNHS (amersham) sur laquelle l’anticorps monoclonal EP236 a préalablement été
immobilisé, l’endocan récupéré lors de la chromatographie d’échange d’ions est chargé en boucle (5 
passages à 0,1 mL/min). Le chromatogramme présenté, obtenu sur un Akta basic (Amersham), montre la 
phase de fin de chargement (20 mL OUT), la phase de rinçage (40 mL Rinçage) et la phase d’élution du 
core protéique d’endocan avec une solution de glycine 10 mM pH2. Le tracé bleu permet de suivre 
l’absorbance à 280 nm, le tracé rouge la conductivité. 
Conductivité
DO 280nm
endocan
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purification via l’anticorps EP236 ont été étudiées, et plus particulièrement les conditions 
nécessaires à l’élution. Par comparaison avec l’endocan, le fait de ne pas devoir effectuer une 
élution avec une forte concentration de MgCl2 est réellement intéressant (volume d’élution, 
déssalage). Le chromatogramme d’immunoaffinité correspondant à l’utilisation de l’anticorps 
EP236 est présenté Figure 4B. 
En appliquant le protocole mis en place, il est possible d’obtenir pour la production d’une 
CL1000 pendant une semaine, et après 1 jour et demi de purification environ 5 mg de core 
protéique d’endocan. Contrairement à ce qui avait été observé pour l’endocan, la 
concentration du core protéique d’endocan purifié peut être estimée grâce à la lecture 
d’absorbance à 280 nm. Le coefficient d’extinction molaire mesuré est de 1,06 mg-1.mL.cm.  
La production du core protéique d’endocan en utilisant un système bactérien avait été 
mise en place chez E.coli de type Origami (facilitant la formation des ponts disulfures). Les 
11 cystéines des 110 premiers acides aminés suggèrent que plusieurs ponts disulfures 
prennent place pour structurer la protéine. Comme aucun test d’activité spécifique d’endocan 
n’est pour l’instant disponible, la renaturation correcte de la protéine apparaît difficile à 
appréhender et donc ce mode de production n’a pas été retenu pour l’instant. 
 
1.3. PURIFICATION DE LA CHAINE DS D’ENDOCAN 
 
1.3.1. Matériel et méthodes 
 
Purification de la chaîne de dermatane sulfate d’endocan 
Par digestion enzymatique du core protéique 
200 µL d’endocan (200 µg/mL) sont mis en présence de 22 µL de papain 10X (10 
mg/mL de papain dans un tampon acétate de sodium 1 M, EDTA 50 mM et Cystéine 50 mM 
pH 7) pendant 24 heures à 65°C. 24 µL de papain 10X sont rajoutés, la réaction est incubée 
pendant 5 autres heures. Les protéines sont précipitées au TCA. Pour cela, 25 µL de TCA 100 
% sont ajoutés pendant 30 minutes, à 4°C, sous agitation. Après centrifugation, le surnageant 
est conservé (chaîne DS). Le culot est rincé avec 50 µL de TCA 10 %, pendant 30 minutes, à 
4°C, sous agitation. Après centrifugation, le surnageant est conservé et ajouté avec le premier 
surnageant pour être dialysé contre un tampon phosphate 20 mM pH 6. Les chaînes DS sont 
ensuite purifiées en utilisant 500 µL de résine DEAE-Sephacel (Sigma) dans un biospin 
(Biorad). Pour cela, les chaînes oligosaccharidiques sont déposées sur la résine préalablement 
équilibrée. Après 30 minutes de mise en contact, la résine est rincée avec 10 volumes d’un 
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tampon Tris 50 mM, NaCl 0,15 M, puis les chaînes sont éluées avec une solution de Tris 50 
mM, NaCl 1 M pour être ensuite dialysées contre de l’eau, puis finalement lyophilisées. 
Par coupure chimique (β-élimination) de la liaison entre le core protéique et la chaîne DS 
Un volume d’échantillon et un volume d’une solution de NaOH 100 mM, NaBH4 2 M  
ainsi qu’1 µL de rouge de phénol (colorant indicateur de pH) et de l’acide acétique glacial 
(jusqu’à ce que le rouge de phénol vire au jaune) sont co-incubés dans un tube « haut » (en 
raison de la production de gaz), pendant 24 heures, à 37°C. La réaction est stoppée en ajoutant 
du NaOH concentré jusqu’à ce que le rouge de phénol vire au pourpre (pH 7). Les chaînes de 
DS sont alors purifiées de la même façon qu’au paragraphe précédent, en utilisant une résine 
DEAE-Sephacel. 
 
Gel d’acrylamide pour oligosaccharides (PAGE) 
Afin de visualiser les chaînes de DS d’endocan, après purification nous avons réalisé des 
électrophorèses en gels d’acrylamide pour oligosaccharides. Ils se composent d’un gel de 
concentration de 4 % (3,8 mL d’H20 ; 625 µL Tris 1M pH 6,8 ; 830 µL acrylamide (49 :1) 50 
% (Sigma) ; 5 µL TEMED ; 50 µL persulfate d’ammonium 10 %) et d’un gel de séparation de 
30 % (1,8 mL H2O, 3 mL Tris 1,5 M pH 8,8, 7,2 mL acrylamide (19 :1) 50 % (Sigma),  15 µL 
TEMED, 18 µL persulfate d’ammonium 10 %). Les échantillons sont déposés avec 20 % de 
glycérol. Un marqueur de migration contenant du bromophénol, du xylène cyanol et du rouge 
de phénol dans du glycérol 20 % peut être utilisé. Le tampon de migration (20 mA) utilisé est 
composé de Tris 25 mM / Glycine 200 mM. Le gel est ensuite coloré avec du bleu Azure A 
(0,08 % dans H2O) pendant 10 à 15 minutes, puis rincé à l’eau. 
 
Quantification des chaînes de DS par dosage colorimétrique des acides uroniques (dosage 
carbazole selon la méthode de Bitter et Muir, 1962) 
La quantité de DS est estimée par référence à une gamme de concentration de DS de 
source commerciale (50, 25, 12,5,  6,25, 0 µg/mL). 150 µL de tétraborate de sodium (0,025 M 
dans H2SO4) sont placés dans un tube en verre refroidi à 4°C. Lentement, 30 µL d’échantillon 
(à doser ou de la gamme) sont déposés sur la surface. Les tubes sont fermés avec un bouchon 
en téflon, agités puis incubés pendant 10 minutes, à 100°C. Après refroidissement à 
température ambiante, 6 µL de carbazole (0,125 % dans de l’éthanol) sont ajoutés. Les tubes 
sont alors à nouveau agités, puis incubés 15 minutes, à 100°C. Après refroidissement à 
température ambiante, l’absorbance est mesurée à 530 nm. Pour la gamme de concentration, 
le graphique de l’absorbance en fonction de la concentration est tracé et permet de définir la 
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courbe étalon. La concentration en acide uronique d’un échantillon est obtenue en se 
rapportant à la courbe étalon. 
 
1.3.2. Résultats et discussion 
 
L’intérêt de savoir purifier la chaîne DS d’endocan était multiple. Pour la caractérisation 
de la chaîne, cela allait être bien évidemment nécessaire, autant à l’échelle du microgramme 
pour la caractérisation de la chaîne radiomarquée qu’à l’échelle du milligramme pour l’étude 
par RMN. La purification par β-élimination était adaptée à ce type d’étude car il était 
important de dissocier complètement la chaîne DS du core protéique afin de ne laisser aucune 
trace "protéique" pouvant interférer lors de l’analyse RMN. Pour évaluer la nature des 
interactions entre différents médiateurs et endocan, il était également très intéressant de 
posséder suffisamment de DS purifié afin d’être en mesure de dissocier la nature 
d’éventuelles interactions (entre le core protéique ou la chaîne DS). Pour l’étude des 
interactions avec le DS d’endocan, il était utile de posséder à l’extrémité de la chaîne, une 
amine qui allait pouvoir permettre l’immobilisation du DS sur une surface Biacore. Dans ce 
cas, la purification du DS par la papaïne était la méthode la plus favorable. Pour les 
médiateurs amenés à interagir avec le DS d’endocan, une banque oligosaccharidique  serait en 
fait nécessaire afin de caractériser la structure (taille, sulfatation) du DS impliqué dans 
l’interaction. Finalement, toujours dans l’objectif d’analyser de façon dissociée les fonctions à 
la fois du core protéique et de la chaîne d’endocan, dans des essais visant à mettre en évidence 
les fonctions d’endocan, il était intéressant de posséder le DS d’endocan. 
 
1.4. CONCLUSION 
 
Pour la mise en place de plateformes de purification d’endocan, de son core protéique et 
de sa chaîne de DS nous avons suivi des protocoles classiquement utilisés pour les PGs et 
pour endocan en particulier (Iozzo : proteoglycan protocols, 2001 ; Béchard et al., 2001). 
Cependant, concernant la production, l’adaptation des cellules HEK293 à la culture en 
bioréacteur CL1000 a été une optimisation remarquable. Ce genre de bioréacteur, encore peu 
utilisé, avait été initialement développé pour la production d’anticorps pour remplacer 
notamment la production en ascites. A notre connaissance, aucune donnée bibliographique n’a 
encore été référencée concernant ce procédé de production pour les cellules eucaryotes 
HEK293. Nos résultats montrent que ce système de culture cellulaire a été hautement 
  190
bénéfique pour augmenter le rendement de production de l’endocan recombinant, pour 
diminuer les volumes à traiter en purification et, consécutivement, pour maintenir l’intégrité 
de ce PG fortement sensible à la dégradation.  
 Pour résumer, la plateforme technologique mise en place a donc permis d’obtenir des 
molécules recombinantes à l’échelle du milligramme par semaine, à partir d’un système 
d’expression eucaryote, avec un très bon degré de pureté, que ce soit pour l’endocan, son core 
protéique ou sa chaîne de DS. 
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2.1. CARACTERISATION DE LA CHAINE DE DERMATANE SULFATE 
 
2.1.1. Introduction 
 
Comme mentionné dans le rapport bibliographique, l’endocan est un PG qui possède une 
seule chaîne de DS liée sur la sérine 137 de son core protéique (Béchard et al., 2001a) 
initialement detecté spécifiquement dans les cellules endothéliales telles que les cellules 
HUVEC (Lassalle et al., 1996). Différents travaux ont montré depuis que son expression peut 
s’étendre aux adipocytes (Wellner et al., 2003), aux glioblastomes (Adam et al., en 
préparation), aux mélanomes et aux cellules rénales tumorales (Hendrix et al., 2003 ; Seftor et 
al., 2002 ; Ross et al., 2000 ; Abid et al., 2006).  
Comme précédemment exposé, la synthèse et les modifications qui définissent la nature et 
la structure des GAGs sont exécutées par une large gamme d’enzymes. Ces enzymes sont 
elles-mêmes régulées par différents facteurs externes tels que des médiateurs (facteurs de 
croissance, cytokine, etc) mais également par les types cellulaires eux-mêmes (Viola et al., 
2006). Autant dire que l’hétérogénéité des GAGs au sein d’une cellule, et donc encore plus 
d’un type cellulaire à l’autre, est dépendante d’une multitude de facteurs. 
Le premier objectif de caractérisation d’endocan était de caractériser et de comparer la 
nature de la chaîne glycannique d’endocan produit naturellement par les cellules endotheliales 
HUVEC à celle issue d’endocan synthétisé par des cellules HEK293 génétiquement modifiées 
pour le produire de manière recombinante. En effet, l’endocan produit par le système artificiel 
d’expression utilisant les cellules HEK293 qui est une lignée cellulaire immortalisée issue de 
rein embryonnaire, pourrait être différent de l’endocan "naturel" des cellules endothéliales.  
Pour effectuer la caractérisation de la chaîne d’endocan et, plus particulièrement, pour 
comparer celle issue de l’endocan de cellules HUVEC et de cellules HEK293, la méthode 
classique du radiomarquage des DS suivie de digestions enzymatiques spécifiques et de 
chromatographies a été utilisée. Cette méthode avait déjà été employée par Béchard et coll. en 
2001. Une partie de cette étude a été réalisée dans le laboratoire du Pr John Gallagher et grâce 
à la collaboration amicale du Dr Malcolm Lyon lors d’un séjour pour lequel j’ai bénéficié 
d’une bourse de voyage internationale de la part de l’ANRT. Dans un deuxième temps, afin 
d’apporter des résultats complémentaires à cette approche classique, des premières 
expériences de caractérisation par RMN ont été entreprises sur le DS d’endocan issu des 
surnageants de cellules HEK293. Ces premiers essais ont été réalisés par le Dr Marco Guerini 
après envoi de ces DS purifiés à l’institut Ronzoni (Milan, Italie). 
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2.1.2. Etude comparative de la composition oligosaccharidique de la chaîne 
d’endocan provenant de cellules HUVEC et de cellules HEK293 
 
2.1.2.1. Matériel et méthodes 
 
Culture des deux lignées cellulaires 
La culture des cellules HEK293 s’effectue de la même manière que cela a été décrit page 
121 (1.1.1 Matériel et méthodes). Lorsque les cellules HEK293 ont une croissance régulière 
en milieu SFMII, la glucosamine tritiée (3H) (Amersham) est ajoutée. Ainsi deux mCi diluées 
dans 250 mL de milieu SFMII sont répartis dans cinq flasks de 175 cm² contenant chacune au 
final 700 000 cellules / mL. Après quatre jours de culture en présence de glucosamine tritiée, 
le milieu est collecté et pourra être utilisé pour la purification. 
Les cellules HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) (Tebu-Bio) sont 
cultivées dans du milieu Medium 200 (Tebu-Bio) supplémenté avec 10 % de Low Serum 
Growth Supplement (Tebu-Bio). La glucosamine tritiée (3H) est ajoutée directement dans le 
milieu de culture après le troisième passage de ces cellules non immortalisées. Ainsi trois mCi 
sont mélangées dans 400 mL de milieu qui est réparti dans 16 flasks de 175 cm² dont les 
cellules sont à confluence. Après quatre jours de culture en présence de glucosamine tritiée, le 
milieu est collecté et utilisé pour la purification. 
 
Quantification de l’endocan purifié et radiomarquage 
Un dosage protéique de type Micro BCA (Pierce) a été utilisé pour qdéterminer la quantité 
d’endocan purifié depuis les cellules HEK293 et les cellules HUVECs.  
Tout au long de la purification, la radioactivité de chaque échantillon a été suivie par 
comptage de la scintillation. Pour cela, 10 µL d’échantillon sont ajoutés à 200 µL d’eau et 2 
mL de tampon de scintillation (Beckman), correctement mélangés et lus dans un détecteur de 
scintillation. 
 
Analyse structurale de la chaîne de DS d’endocan issue des cellules HEK293 et des cellules 
HUVECs 
Nature de la chaîne 
Pour déterminer la nature de la chaîne oligosaccharidique d’endocan, l’endocan 
(10 000 cpm) a été digéré avec la chondroïtinase ABC (0,5 IU/mL dans un tampon de 
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digestion Tris 20 mM, pH 8.0 ajusté avec l’acide acétique, à 37°C, pendant 2 heures). 
L’endocan digéré avec la ChABC a ensuite été déposé sur une colonne de gel filtration de 
type CL6B (20 mL, Vo = 6 mL, Vt = 21 mL) équilibrée en PBS. La radioactivité de chaque 
fraction est ensuite mesurée par comptage de la scintillation.  
 
Taille de la chaîne 
Pour comparer la longueur des chaînes d’endocan de cellules HUVECs et celles des 
cellules HEK293, les chaînes purifiées d’endocan (10 000 cpm) ont été appliquées sur une 
colonne CL-6B dans un tampon PBS. La colonne est étalonnée selon la courbe de calibration 
de CL-6B comme définie par Wasteson et le débit est fixé à 8 mL/h. 
 
Analyse disaccharidique 
40 000 cpm de DS radiomarqué d’endocan sont digérés totalement jusqu’à l’obtention 
de disaccharides grâce à l’addition de 100 mIU de chondroïtinase ABC (Sigma) dans un 
tampon de Tris 20 mM, pH 8.0 (acide acétique) à 37 °C toute la nuit. Le pH de la digestion 
(5 000 cpm) est corrigé avec de l’eau distillée/HCl (pH 3.5). Les échantillons (1 mL) sont 
chargés sur une colonne HPLC échangeuse forte d’anions de type Hypersil (5 µm ; 0.46 x 25 
cm; ThermoQuest ; Runcorn UK) préalablement équilibrée en eau (pH 3.5). Après un lavage 
à l’eau (pH 3.5), les disaccharides sont élués par un gradient linéaire de 0 à 0,3 M NaCl, pH 
3.5 à un débit de 1 ml/min. Des fractions de 0.5 ml sont collectées et pour chacune d’entres 
elles, le tritium contenu est évalué par scintillation. Les différents disaccharides élués sont 
identifiés par comparaison avec les profils d’élution de standards disaccharidiques de CS/DS 
dont la structure est connue, et qui sont détectés par une lecture de l’absorbance à 232 nm. Les 
analyses ont été réalisées sur deux digestions enzymatiques différentes. 
 
Analyse du ratio acide glucuronique / acide iduronique 
50 000 cpm de chaîne glycannique d’endocan radiomarquée sont digérés par la 
chondroïtinase ACI (100 mIU / mL dans un tampon 75 mM NaCl, 20 mM phosphate, pH 7.2) 
ou la chondroïtinase B (100 mIU/mL dans un tampon  20 mM Tris, pH 8.0 (acide acétique)). 
La digestion est initiée par l’ajout de la moitié de l’enzyme pendant 16 heures à 37°C puis le 
reste de l’enzyme est ajouté pour une nouvelle incubation de 2 heures. Les chaînes traitées 
aux chondroïtinases ACI ou B sont ensuite déposées sur une colonne de gel filtration de type 
Bio-Gel P10 (1x170 cm), équilibrée en PBS, à un débit de 4 ml/h. Des fractions de 1 mL sont 
collectées et leur radioactivité mesurée. Le Vo et le Vt de la colonne ont préalablement été 
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Figure 5: Nature de la chaîne glycannique d’endocan
Tracé rapportant la scintillation détectée à la sortie d’une colonne de filtration sur gel de 
type CL-6B lorsque de l’endocan radiomarqué issu de cellules HEK293 (rose) ou HUVECs
(bleu), et traité (pointillés) ou non (trait plein) à la chondroïtinase ABC a été déposé. Sur 
l’axe des abscisses, le 0 correspond au Vo (6 mL) et 1 correspond au Vt (21 mL) de la 
colonne.
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déterminés avec, respectivement, de l’immunoglobuline et du dichromate de sodium. Le 
pourcentage de liaisons spécifiquement dégradées par les enzymes est calculé en utilisant un 
algorithme standard qui rapporte la distribution de radioactivité détectée dans chaque pic 
d’oligosaccharide de taille identifiée, à la radioactivité totale.  
 
Localisation des IdoA le long de la chaîne d’endocan 
10 000 cpm de chaîne glycannique d’endocan radiomarquée sont digérés par la 
chondroïtinase B (100 mIU/mL dans un tampon 20 mM Tris, pH 8.0 (acide acétique)). La 
digestion est initiée par l’ajout de la moitié de l’enzyme, pendant 16 heures, à 37°C, puis le 
reste de l’enzyme est ajouté pour une nouvelle incubation de 2 heures. Les chaînes traitées à 
la chondroïtinase B sont ensuite déposées sur une colonne de gel filtration de type CL-6B 
équilibrée en PBS, à un débit de 8 ml/h et étalonnée selon la courbe de calibration CL-6B 
définie par Wasteson (1971). Des fractions de 1 mL sont collectées et leur radioactivité 
mesurée. 
 
2.1.2.2. Résultats 
 
Nature de la chaîne de GAG d’endocan issu de cellules HEK293 et de cellules HUVECs 
Afin de vérifier la nature de l’unique chaîne oligosaccharidique liée à endocan sur la 
sérine 137, la chondroïtinase ABC (enzyme dégradant spécifiquement les CS et DS) est 
utilisée. Sur une courte colonne de chromatographie d’exclusion de type CL-6B (20 mL), de 
l’endocan radiomarqué entier ou ayant été préalablement traité à la chondroïtinase ABC est 
déposé. Les résultats sont présentés dans la Figure 5. Il apparaît clairement que le traitement à 
la chondroïtinase ABC (courbe pointillée) dégrade la chaîne oligosaccharidique d’endocan, et 
cela pour l’endocan de cellules HEK293 (rose) ou l’endocan naturellement exprimé par les 
cellules HUVECs (bleu). Cette dégradation est visualisée par une migration retardée (création 
de fragments plus courts) de l’échantillon lorsqu’il est traité à la Ch ABC. Cependant, on peut 
remarquer que les pics d’élution des échantillons traités à la Ch ABC n’ont pas le même 
coéfficient d’élution  Cela laisse penser que dans le cas de l’endocan issu des cellules 
HEK293 la dégradation n’est pas complète. La spécificité de l’enzyme utilisée, vis-à-vis des 
chaînes de DS et CS, permet ainsi de certifier que l’endocan produit naturellement par les 
cellules HUVECs ou artificiellement par les cellules HEK293 est composé de chaînes 
oligosaccharidiques de type CS/DS. 
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Figure 6a: Taille de la chaîne glycannique d’endocan
Tracé rapportant la scintillation détectée à la sortie d’une colonne de filtration sur gel de type 
CL-6B (calibrée selon les critères de Wasteson (1971)) lorsque des chaînes de CS/DS d’endocan 
radiomarqué issues respectivement de cellules HEK293 (rose) et HUVECs (bleu), ont été
déposées. Sur l’axe des abscisses le 0 correspond au Vo (32 mL) et 1 correspond au Vt (83 mL).
Les valeurs moyennes (0,35 et 0,58) des temps d’élution pour les chaînes d’endocan d’HEK293 ou 
d’HUVECs respectivement, ont été indiqués sur l’axe des abscisses.
0,35 0,58
Figure 6b: Courbe de Wasteson
Courbe de calibration de la colonne CL-6B utilisée pour définir la taille des chaînes 
de CS/DS d’endocan. Cette courbe de référence a été initiée par A. Wasteson. 
Les tailles moyennes des GAGs d’endocan d’HUVEC ou HEK293 ont été reportées 
sur l’axe des abscisses.
A. Wasteson
(journal of chromatog. 5319 (1971))
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Taille de la chaîne CS/DS d’endocan issue de cellules HEK293 et de cellules HUVEC 
La chaîne oligosaccharidique d’endocan est séparée du core protéique par β-élimination. 
L’estimation de sa taille a pu être réalisée en utilisant une colonne d’exclusion stérique de 
type CL-6B préalablement calibrée. Ainsi, la courbe standard de migration de CS/DS en 
résine CL-6B, définie par Wasteson (1971) (Figure 6b), est utilisée. Elle permet de définir, 
pour un volume d’élution donné, un poids moléculaire théorique de la chaîne. Comme le 
montre la Figure 6a, la taille de la chaîne d’endocan est très hétérogène. En effet, pour la 
chaîne issue des cultures d’HEK293, les chaînes glycanniques sont détectées depuis le facteur 
d’élution 0,2 jusqu’à 0,6. La chaîne issue des cultures d’HUVECs, en revanche, est éluée 
entre les facteurs d’élution 0,4 et 0,6 ce qui révèle sans doute une plus grande homogénéité. 
Une valeur moyenne du poids moléculaire de la chaîne CS/DS d’endocan pour chaque lignée 
cellulaire a été définie. Dans le cas des HEK293, le coefficient d’élution moyen de la chaîne 
d’endocan est de 0,35 alors que, pour les cellules HUVECs, il est de 0,58 (Figure 6a). Lorsque 
ces valeurs sont reportées sur la courbe standard des migrations (Figure 6b), la taille moyenne 
de la chaîne glycannique d’endocan produite par les cellules HEK293 est de 40 kDa, alors 
qu’elle est simplement de 15 kDa sur de l’endocan produit naturellement par les cellules 
HUVECs. Sur la Figure 6a, plus précisément sur le profil d’élution de la chaîne d’endocan 
issue d’HEK293, il est intéressant de remarquer qu’un épaulement se distingue du large pic 
d’élution majoritaire, et surtout que celui-ci se trouve à l’endroit même où la chaîne 
d’endocan des cellules HUVECs est éluée. 
Sur les deux tracés de cette même figure, un léger pic apparaît aux environs du coefficient 
d’élution 0,9. Le poids moléculaire du contenu des fractions, si toutefois cela était du CS/DS, 
serait inférieur à 2500 Da. Sa nature reste encore inconnue. Il apparaît cependant clairement 
qu’il peut être séparé des chaînes CS/DS proprement dites par une simple colonne DEAE 
échangeuse d’anion sur laquelle une concentration de 0,25 M NaCl ne lui permet pas 
d’interagir avec la phase solide contrairement à la chaîne d’endocan (données non montrées). 
 
Analyse disaccharidique de la chaîne CS/DS d’endocan 
Le séquençage des GAGs n’a pas encore été rendu possible car leur hétérogénéité rend la 
tâche vraiment difficile. Cependant, depuis longtemps, il est possible de définir le profil des 
unités disaccharidiques qui composent les chaînes de GAGs, c'est-à-dire connaître dans la 
globalité, mais non de manière séquentielle, la proportion des différentes structures d’unités 
disaccharidiques, variable selon les modifications (sulfatations) qui composent une chaîne de 
GAG. Ce travail a donc été entrepris sur le DS d’endocan issu de cellules HEK293 et 
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Figure 7a: Analyse disaccharidique de la chaîne glycannique d’endocan
Tracé rapportant la scintillation détectée à la sortie d’une colonne HPLC d’échange d’ion forte de type 
hypersil. 5000 cpm d’échantillon (disaccharides de CS/DS, d’endocan d’HUVEC (bleu) ou d’HEK293 
(rose)) dans 1 mL ont été chargés, rincés, puis élués par un gradient linéaire de NaCl de 0 à 0,3 M (2 à
47 mL). Les différents disaccharides ont pu être identifiés par une chromatographie identique pour 
laquelle des standards ont été utilisés et dont l’élution pouvait être suivie à 232nm.
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Figure 7b: Histogramme rapportant l’analyse disaccharidique de la chaîne 
glycannique d’endocan 
Retranscription (en pourcentage de la scintillation totale) des tracés obtenus par HPLC pour l’analyse 
disaccharidique (figure 3b). Pour chaque disaccharide (non-sulfaté, 6-S; 4-S; 2,6-S; 4,6-S; 2,4-S) la 
proportion qu’il représente est indiquée en haut de chaque histogramme pour les disaccharides venant 
d’HUVEC (bleu) ou d’HEK (rose).
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HUVECs. Pour cela, la chaîne d’endocan a été réduite en unités disaccharidiques de manière 
enzymatique grâce à la chondroïtinase ABC. Ces unités disaccharidiques ont ensuite été 
séparées par chromatographie d’échange d’ions, selon leur structure ou, plus exactement, 
selon leur charge et donc leur degré de sulfatation. La Figure 7a représente le profil d’élution 
des différents disaccharides. Chacun d’entre eux a pu être identifié par une calibration 
préalable de la colonne avec des disaccharides standards de "structure" connue. Ainsi, il 
apparaît très clairement que les disaccharides majoritaires sont ceux qui possèdent des 
GalNAc(4-OSO3) ou GalNAc(6-OSO3). La proportion de chacun des pics de 
chromatographie a été calculée (Figure 7b). L’information principale de cette analyse 
disaccharidique provient de la comparaison entre les deux sources de cellules. En effet, le 
profil de sulfatation des disaccharides obtenus pour les deux lignées est, d’une manière 
surprenante, quasiment identique. Ensuite, d’un point de vue de la composition proprement 
dite, les disaccharides 4-sulfatés représentent plus de la moitié de la composition de la chaîne 
(49+8+4 % pour les cellules HEK293 Figure 7b), et les disaccharides 6-sulfatés comptent 
pour environ un tiers de la chaîne (22+6+8 % pour les cellules HEK293). Les 2-O-sulfatations 
sur les acides uroniques sont présentes sur environ 10 % de la chaîne. Parmi les unités 2-O-
sulfatées, 6 % comportent également une 6-O-sulfatation, et 4 % une 4-O-sulfatation. Par 
ailleurs, environ 10 % de la chaîne glycannique d’endocan n’a pas subi de modification.  
 
Proportion d’acide glucuronique versus acide iduronique  
Les chaînes de DS sont des chaînes de CS qui possèdent au moins une épimérisation sur le 
carbone 5 d’un de leurs acides glucuroniques pour donner un acide iduronique. Pour connaître 
la proportion globale d’acides iduroniques de la chaîne d’endocan, les enzymes 
chondroïtinases ACI et B ont été utilisées. L’enzyme Ch ACI digère toutes les liaisons de type 
GalNAc–GlcA alors que l’enzyme Ch B préfèrera les liaisons GalNAc-IdoA. Les fragments 
obtenus pour chaque digestion ont été séparés par chromatographie de filtration sur gel. En 
fonction de la taille des fragments obtenus, le taux de GlcA ou IdoA a pu être évalué. En effet, 
chaque liaison resistante à l’enzyme (par exemple un tétrasaccharide correspond à une liaison 
non clivée) correspond à la présence d’un IdoA dans le cas de la Ch ACI ou à d’un GlcA dans 
le cas de la Ch B.  
La Figure 8a représente le profil d’élution du DS d’endocan digéré par la Ch ACI à la 
sortie de la colonne de filtration sur gel. Comme pour l’analyse disaccharidique, la première 
observation est la grande similitude des profils d’élution obtenus pour les deux lignées 
cellulaires. La proportion de chaque fragment est présentée dans le tableau de la Figure 8b.  
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Figure 8a: Calcul du ratio CS/DS par une digestion à la ChACI
Tracé rapportant la scintillation détectée à la sortie de la colonne de filtration sur gel de type P10. 
50000 cpm d’échantillon (chaîne d’endocan d’HEK293 (rose) ou d’HUVEC (bleu) digérée avec la ChACI) 
ont été déposés et donc élués en fonction de leur taille à un débit de 4 mL/h. Les différents 
saccharides détectés ont pour les plus abondants été représentés. (Cercle bleu : GalNAc; vert : GlcA; 
rouge : IdoA)
31%69%0,31%0,52%2,33%3,86%11,25%36%7,79%37,94%HUVEC
34,20%65,80%0,97%2,07%3,58%5,75%12,22%32,64%8,68%34%HEK
DSCSdp14dp12dp10dp8dp6dp4dp2'dp2
Figure 8b: Tableau récapitulatif des résultats de la figure 8a
Tableau qui retranscrit (en pourcentage de la scintillation totale) les profils d’élution obtenus par la 
filtration sur gel de la figure 8a. La proportion des fragments est indiquée pour chaque lignée 
cellulaire. Dans les deux dernières colonnes est indiquée la proportion que représente le nombre 
d’IdoA (DS) ou de GlcA (CS).
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Comme il apparaît sur la Figure 8a, les dp2 et dp4 sont les espèces majoritaires. Les dp6 ou 
saccharides plus longs, quant à eux, sont les fragments qui traduisent une succession d’acides 
iduroniques sur une séquence de la chaîne. Ils représentent environ 18 % pour les cellules 
HEK293 et 13 % pour les cellules HUVEC, la proportion totale d’IdoA étant de 34 % pour le 
DS d’endocan des cellules HEK293 et de 31 % pour celui des cellules HUVEC. Cela signifie 
qu’environ la moitié des IdoA est disposé de manière regroupée et que l’autre moitié est un 
peu plus répartie sur la chaîne. 
La digestion de la chaîne DS d’endocan par la Ch B n’a pas permis d’obtenir des 
fragments qui auraient pu confirmer que 30 % de la chaîne d’endocan est composée de DS. 
En effet, comme le montre la Figure 9, très peu de fragments inférieurs à 12 disaccharides ont 
pu être détectés. La fonctionnalité de l’enzyme a bien entendu été testée sur un DS témoin au 
préalable. Néanmoins, il faut noter que la chondroïtinase B est connue pour être une enzyme 
qui nécessite certaines structures particulières, telles qu’un regroupement des IdoA et leur 2-
O-sulfatation, pour fonctionner. Ces exigences de l’enzyme nous fournissent donc des 
informations sur l’organisation structurale de la chaîne du GAG d’endocan comme cela est 
présernté dans la Figure 14. 
 
Localisation des IdoA le long de la chaîne glycannique d’endocan 
La filtration sur gel de type P10 a permis de séparer les fragments les plus courts issus des 
digestions par les enzymes Ch ACI et B. Pour observer les fragments les plus longs ou non 
digérés après traitement à la Ch B, une filtration sur gel de type CL-6B a été réalisée. Ainsi, la 
comparaison entre un échantillon traité ou non à la Ch B a permis de se faire une idée de 
l’emplacement des IdoA le long de la chaîne.  
Sur la Figure 10, les chromatogrammes de ces chromatographies d’exclusion ont été 
représentés. Dans le cas de la chaîne glycannique d’endocan issue des cellules HUVEC, le 
traitement à la Ch B ne change guère le profil d’élution vis-à-vis de la chaîne non traitée. Une 
légère digestion des chaînes les plus longues peut cependant être constatée. En contrepartie, 
cela se traduit par l’apparition de fragments aux alentours du facteur d’élution 0,7 - 0,8. Dans 
le cas de la chaîne glycannique d’endocan issue d’HEK293, le profil d’élution est différent. 
Lorsque la chaîne est traitée à la Ch B, le large pic d’élution est déplacé dans sa totalité d’un 
facteur d’élution d’environ 0,1. En se reportant à la courbe standard de Wasteson (Figure 6b), 
un déplacement du facteur d’élution de 0,1 pour une chaîne de 40 kDa correspond à une 
diminution de sa taille de 15 kDa.  
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Figure 9: Calcul du ratio CS/DS par une digestion à la ChB
Tracé rapportant la scintillation détectée à la sortie de la colonne de filtration sur gel de type P10. 
50 000 cpm d’échantillon (chaîne d’endocan d’HEK293 (rose) ou d’HUVEC (bleu) digérée avec la ChB) 
ont été déposés et donc élués en fonction de leur taille à un débit de 4 mL/h. Le profil d’élution dans 
le cadre bleu est un zoom. Les différents saccharides détectés ont pour les plus abondants été
représentés. (Cercle bleu : GalNAc; vert : GlcA; rouge : IdoA)
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Figure 10: Localisation des IdoA le long de la chaîne glycannique d’endocan
Tracés rapportant la scintillation détectée à la sortie d’une colonne de filtration sur gel de type CL-
6B (calibrée selon les critères de Wasteson (1971)) lorsque des chaînes de CS/DS d’endocan 
radiomarquées issues de cellules HEK293 (rose) ou HUVECs (bleu), préalablement digérées (pointillés) 
ou non (trait plein) à la ChB, ont été déposées. Sur l’axe des abscisses, le 0 correspond au Vo (32 mL) 
et 1 correspond au Vt (83 mL).
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2.1.3. Analyse de la chaîne oligosaccharidique d’endocan par RMN 
 
2.1.3.1. Matériel et méthodes 
 
Purification de la chaîne de DS 
La chaîne de DS d’endocan a été purifiée par β-élimination selon le protocole décrit dans 
la section "matériel et méthodes" de la partie 1.3. Purification de la chaîne DS d’endocan. 
 
Préparation des échantillons pour la RMN 
Les spectres RMN mono- et bi-dimentionnels ont été obtenus avec un spectromètre 
Bruker Avance à 600 MHz équipé d’une cryo-sonde TCI (5mm) de haute sensibilité. Pour la 
détection des protons, 1 mg de chaîne DS d’endocan a été repris dans 500 µL de D2O (99,9 
%) lyophilisé puis resuspendu trois fois afin de supprimer toute trace d’eau résiduelle. 
L’échantillon a été ensuite dissout dans 0,7 mL d’un tampon phosphate 10 mM pH 7.4 
contenant 0,6 M NaCl et 3 mM d’EDTA et analysé par le Dr Marco Guerrini dans le 
laboratoire du Pr Benito Cazu (Ronzoni Institute, Milan). 
 
2.1.3.2. Résultats 
 
 L’analyse structurale de la composition de la chaîne d’endocan par RMN est réalisée, en 
collaboration, avec le Dr Marco Guerrini qui travaille dans le groupe du professeur Benito 
Casu, à l’institut Ronzoni à Milan (Italie). Deux lots de DS lui avaient été confiés, soit au total 
5 mg de DS d’endocan. Les expériences ont été réalisées grâce à un spectromètre de 600 
MHz, à une température de 337 degrés Kelvin, soit environ 62°C. Le spectre 1H réalisé a 
révélé la présence d’impuretés dans les échantillons (Figure 11A). Un seul des deux 
échantillons a de ce fait pu être exploité en partie. Des expériences 2D de type HSQC 
(heteronuclear single quantum coherence) ont été entreprises (Figure 11B et Figure 12) dans 
le but d’obtenir la composition en oses de la chaîne. Grâce à cette méthode, la plupart des 
signaux anomériques ont pu être obtenus. En fait, le spectre 1D contenait trop de signaux tels 
que les protons anomériques, le H4 du GalNAc,4SO3 et le H5 des IdoA qui s’entrecroisaient 
et rendaient le spectre ininterprétable. C’est pour cette raison que le spectre HSQC et plus 
particulièrement les pics relevant des interactions avec les protons anomères ont pu être 
intégrés selon une méthode développée par le laboratoire du Dr Marco Guerrini (Guerrini et 
al., 2005) (Figure 12). Ainsi, l’analyse de ce spectre a permis d’estimer la proportion de  
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Figure 11: Spectre RMN 1H et HSQC (heteronuclear single quantum 
coherence) de la chaîne DS d’endocan issue d’HEK293
Ces spectres ont été obtenus avec un spectrophotomètre Bruker Avance 600 MHz à
une température T=337K (62°C).
A : spectre 1H de 0 à 8,5 ppm. Les étoiles désignent des impuretés présentes dans 
l ’échantillon et qui ne sont pas des GAGs.
B : spectre HSQC. Les cadres en pointillés  a) et b) contiennent les signaux utilisés 
pour calculer la substitution des monosaccharides par la méthode HSQC (Guerrini et 
al., 2005).
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chaque acide uronique au sein du DS d’endocan (Figure 12bis). Le taux d’acides iduroniques 
serait donc de 29 % (dont 5 % de IdoA,2S) pour 71 % d’acides glucuroniques (dont 7 % serait 
2-sulfaté). Ce spectre n’a malheureusement pas pu donner d’informations supplémentaires sur 
d’éventuelles séquences caractéristiques. 
Cependant, un spectre NOESY 2D (Nuclear Overhauser enhancement spectroscopy) a pu 
être réalisé sur les échantillons fournis de DS purifié. Une partie de ce spectre est représentée 
sur la Figure 13. Il met en évidence les contacts dipolaires entre le H1 de l’IdoA et le H4 de la 
GalNAc,4SO3. En revanche, aucun contact n’a été détecté entre le H1 de l’IdoA et le H4 de la 
GalNAc,4OH, révélant donc l’absence de séquence du type IdoA-GalNAc,4OH au sein de la 
chaîne de DS d’endocan. 
 
2.1.4. Discussion 
 
Un PG par définition comporte un core protéique sur lequel sont liés un ou plusieurs 
polysaccharides de type GAG. Généralement, plusieurs chaînes de GAGs sont covalemment 
attachées au polypeptide. Cependant il est possible, pour la décorine et la bikunine par 
exemple, qu’une seule chaîne de CS soit présente (cf. rapport bibliographique). Après la 
découverte d’endocan (Lassalle et al., 1996), la caractérisation de sa partie glycannique a été 
entreprise sur un endocan produit de façon recombinante par des cellules HEK293 (Béchard 
et al., 2001a). De cette manière, il a été établi qu’endocan était un PG qui possède une seule 
chaîne de GAG, et plus précisément une chaîne de dermatane sulfate (DS), liée sur la sérine 
137 du core protéique. L’utilisation d’enzymes telles que les chondroïtinases ACI et B leur 
avait permis d’évaluer le taux d’IdoA à 10 % contre environ 90 % de GlcA. Les résultats de 
l’analyse disaccharidique ont donné 2,8 % pour les disaccharides non sulfatés, 19,4 % pour 
les mono-6-O-sulfatés, 66,5 % de mono-4-O-sulfatés, 5,1 % de di-2,6-O-sulfatés, 4,6 % de di-
4,6-O-sulfatés, et 1,5 % pour les disaccharides di-2,4-O-sulfatés. 
L’intérêt de ce nouveau travail de caractérisation du DS d’endocan issu de deux lignées 
cellulaires que l’on a entrepris dès 2004 était multiple. Tout d’abord, il était intéressant de 
pouvoir confirmer et compléter le travail initié par l’équipe du Dr. Lassalle. Ensuite, il était 
important de pouvoir comparer la chaîne d’endocan produit de façon naturelle (par les cellules 
HUVEC dans cette étude) à une chaîne d’endocan produit de manière recombinante dans un 
système d’expression que l’on pouvait penser artefactuel utilisant des cellules de production 
intensive telles que les HEK293 (cellules immortalisées de rein embryonnaire). Cette 
comparaison est importante pour évaluer le biais que peut constituer l’utilisation d’endocan  
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recombinant dans l’étude des fonctions et activités d’un endocan "naturel", notamment dans 
un but thérapeutique (présence d’une chaîne glycanique, nature, taille etc.).  
Pour caractériser la chaîne oligosaccharidique d’endocan, plusieurs méthodes pouvaient 
être utilisées. De plus en plus d’équipes utilisent la spectroscopie de masse pour caractériser 
les GAGs. Cette méthode est un réel progrès et certains travaux permettent aujourd’hui de 
donner la structure de plusieurs unités disaccharidiques successives (Zamfir et al., 2003). 
Certains laboratoires ont aussi développé des méthodes permettant de s’affranchir du 
radiomarquage des oligosaccharides mais sont, d’un point de vu quantitatif, encore à 
améliorer. C’est le cas, par exemple, de la méthode par PAGEFS (Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis of Fluorophore-labeled Saccharides) (Viola et al., 2006) ou de 
l’électrophorèse capillaire (HPCE ou CE) (Mitropoulou et al., 2001). Malgré le 
développement de ces diverses méthodologies, les protocoles les plus utilisés jusqu’à 
maintenant, combinent le radiomarquage des chaînes oligosaccharidiques lors de leur 
biosynthèse à l’analyse par chromatographie des fragments ou des unités disaccharidiques 
obtenus suite à une dégradation enzymatique et/ou chimique. L’avantage du radiomarquage 
est lié à la faible quantité de GAGs nécessaire aux analyses biochimiques et structurales. Cet 
argument est important dans le cas de l’endocan qui a été purifié des cellules HUVECs. Par 
ailleurs, La RMN est un bon moyen d’obtenir des informations sur l’enchaînement des 
séquences disaccharidiques, mais elle est toutefois gourmande en échantillon (Guerrini et al., 
2001 ; 2005). 
La caractérisation de la chaîne DS d’endocan s’est donc effectuée en deux temps. Un 
premier travail a été réalisé à Manchester dans le laboratoire du professeur John Gallagher au 
"Paterson Institute for Cancer Research" (PICR), en collaboration avec le Dr Malcolm Lyon. 
Il a permis de caractériser et comparer les DS issus de deux sources cellulaires différentes. 
Ainsi, il a été vérifié que le GAG de l’endocan était, dans ces deux types de cellules, un 
CS/DS (Figure 5). Ensuite, le poids moléculaire et, par conséquent, la longueur de la chaîne 
ont également été évalués (Figure 6a et b). Nos résultats montrent que la taille des chaînes est 
en moyenne de 40 kDa pour la chaîne portée par de l’endocan issu des cellules HEK293 et de 
15 kDa pour celle de l’endocan issu des cellules HUVEC. Cette différence constitue la 
différence majeure entre ces deux chaînes. Une chaîne de 40 kDa, (si le poids de l’unité 
disaccharidique est estimé à 480 Da), compte pour environ 80 disaccharides et la chaîne de 15 
kDa issue d’HUVEC compterait en moyenne 30 disaccharides. Sur le profil d’élution de la 
chaîne DS d’endocan d’HEK293 (Figure 6a) un épaulement aux alentours de 15 kDa peut être 
observé. Nous nous sommes alors interrogés pour savoir si cet effet était propre à l’expérience  
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Figure 13: Fraction du spectre 2D-NOESY de la chaîne DS d’endocan issue de 
cellules HEK293
Le spectre montre les contacts dipolaires entre le H1 de l’IdoA et le H4 de la GalNAc,4SO3 mais 
non du contact avec le H4 de la GalNAc,4OH, ce qui indique l’absence des séquences IdoA-
GalNAc,4OH.
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ou, si cet épaulement qui prend place au même endroit que l’élution de la majorité des chaînes 
DS d’endocan d’HUVEC avait une réelle signification. De plus, sur cette figure, on détecte du 
matériel radiomarqué qui a été élué à une taille bien inférieure à celle des chaînes de DS. La 
détection par scintillation laisse penser que ce matériel correspond à un ose. Deux hypothèses 
ont été retenues. Soit ce signal correspond au tétrasaccharide d’ancrage du GAG sur le core 
protéique, soit cela correspond à un autre type de glycosylation. Aucune de ces deux 
hypothèses ne peut être validée avec la technologie utilisée à ce moment là. D’autres 
techniques nous permettront de vérifier la dernière hypothèse lors des études de la 
caractérisation du core protéique. 
La structure des disaccharides de la chaîne d’endocan a ensuite été analysée par une 
méthode classique après digestion enzymatique à la ChABC et passage en HPLC (Figure 7). 
Les résultats obtenus dans la comparaison de la composition de la chaîne DS issue des 
cellules HUVECs à celle issue des cellules HEK293 sont étonnants. En effet, les compositions 
sont réellement et proprement identiques. Leurs analyses donnent 10 % pour les disaccharides 
non sulfatés, 22 % pour les mono-6-O-sulfatés, 50 % de mono-4-O-sulfatés,  6 % de di-2,6-O-
sulfatés, 6 à 8 % de di-4,6-O-sulfatés, et 4 % pour les disaccharides di-2,4-O-sulfatés. Par 
rapport aux résultats obtenus dans l’étude de Béchard et al. (2001a), une diminution du 
nombre de mono-4-O-sulfatation peut être observée au profit probablement des di-4,6-O- ou 
des di-2,4-O-sulfatés. Par ailleurs, 7 % supplémentaires sont attribués dans notre étude aux 
disaccharides non sulfatés.  
Toujours de manière enzymatique, les utilisations des Ch ACI et Ch B ont permis d’avoir 
une idée sur la proportion d’acide glucuronique et d’acide iduronique. Après digestion et 
chromatographie d’exclusion (Figure 8a), il s’est avéré que la chaîne oligosaccharidique 
d’endocan issue de cellules HEK293 ou de cellules HUVEC, était composée d’environ 30 % 
d’IdoA pour 70 % de GluA. Cette valeur ne rejoint pas le ratio IdoA/GlcA qui avait été établi 
en 2001 (Béchard et al.) et qui était de 10 % / 90 %. 
Les résultats de l’analyse disaccharidique et du calcul de la proportion IdoA/GlcA sont 
intéressants. En effet, mise à part la longueur des chaînes oligosaccharidiques, la composition  
de la chaîne de DS d’endocan issues des cellules HEK293 ou HUVECs s’est révélée identique 
et ce, malgré le type cellulaire. Ces résultats ouvrent plusieurs perspectives qui seront discutés 
dans le paragraphe suivant.  
La seconde partie du travail de caractérisation de la chaîne oligosaccharidique d’endocan 
a été réalisée en collaboration avec le Dr Marco Guerrini dans le laboratoire du Pr Benito 
Casu de l’institut Ronzoni (Milan, Italie). Ce groupe développe, depuis quelques années 
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maintenant, l’analyse structurale des GAGs par RMN. Le but était qu’ils puissent nous donner 
un maximum d’informations sur la structure et l’organisation de la chaîne d’endocan issue de 
cellules HEK293. En effet, les quantités d’oligosaccharide exigées par ce type d’expérience 
ne permettaient pas d’envisager une analyse de la chaîne oligosaccharidique d’endocan issue 
d’HUVEC. Malgré la présence d’impuretés dans les échantillons fournis, des premiers 
résultats intéressants ont été obtenus. Tout d’abord, grâce à l’analyse du spectre HSQC et 
particulièrement à l’intégration des pics de protons anomériques, le ratio IdoA/GlcA a été 
évalué à 29 % / 71 %, avec un pourcentage de 2-O-sulfatation de 5 % pour les IdoA et 7 % 
pour les GlcA. Ces résultats confirment ceux obtenus par filtration sur gel après une digestion 
enzymatique. Il convient de signaler que dans le cas des travaux réalisés à Manchester, les 
GAGs avaient été radiomarqués sur une production d’endocan réalisée en flasks. L’endocan 
utilisé pour fournir les DS permettant la RMN a été produit ultérieurement en CL1000 qui 
permet d’augmenter la concentration cellulaire (augmentation de la biomasse). Ces résultats 
similaires montrent la constance de la structure de la chaîne DS d’endocan. 
La réalisation d’un spectre NOESY 2D, permettant de se focaliser sur les interactions 
dipolaires, a permis de mettre en évidence l’absence de séquences IdoA-GalNAc,4OH et la 
présence de séquence IdoA-GalNAc,4SO3 au sein du DS d’endocan. 
A partir des résultats obtenus, une représentation globale de l’organisation de la chaîne 
glycannique d’endocan a pu être réalisée telle que représentée en Figure 14. Ce modèle a été 
réalisé pour une chaîne de 15 kDa d’endocan issu des cellules endothéliales HUVEC. Si nous 
voulions représenter la chaîne DS d’endocan issue des cellules HEK293, il conviendrait en 
fait d’aligner deux chaînes d’endocan d’HUVEC à la suite l’une de l’autre. Cette disposition 
offrirait au milieu de la chaîne un regroupement d’IdoA qui serait favorable à la digestion par 
une Ch B. Cela justifierait le décalage observé lors d’une telle digestion à la sortie de la 
colonne CL-6B, interprété comme une coupure au milieu de la chaîne de 40 kDa pour donner 
deux longs fragments.  
 
2.1.5. Perspectives 
 
Au regard de ces résultats, les perspectives de ce travail sont nombreuses. Tout d’abord, 
concernant la comparaison des chaînes issues de lignées cellulaires différentes, de nouvelles 
expériences permettraient d’approfondir nos résultats. Nous pouvons, par exemple, imaginer 
utiliser un  traitement à la Ch ACI, pour  que les fragments obtenus soient individuellement 
réduits en unités disaccharidiques et analysés par HPLC. Ce genre d’expériences offrirait des 
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informations sur la structure des disaccharides inclus dans des séquences comportant des 
IdoA successifs. Par ailleurs, la RMN pourrait offrir plus de résultats que ceux obtenus 
jusqu’ici, notamment sur un nouvel échantillon de DS contenant moins d’impuretés, afin 
d’obtenir d’autres informations sur l’enchaînement des oses.  
D’un point de vue plus général, les similitudes entre la chaîne produite par les cellules 
HEK293 et celle produite par les cellules HUVEC sont assez intrigantes. Plusieurs 
expériences complémentaires pourraient être mises en place pour approfondir et élargir ces 
observations. En effet, il serait intéressant d’établir la comparaison des chaînes d’endocan 
produits de façon naturelle, avec un plus grand nombre de lignées cellulaires l’exprimant. 
Depuis nos travaux débutés en 2003, il a été en effet mis en évidence que d’autres types de 
cellules que les cellules endothéliales exprimaient endocan. Ainsi les cellules tumorales de 
mélanomes ou de glioblastomes (Sefkor et al 2003 ; Adam et al, soumis à publication), qui 
peuvent être cultivées en laboratoire, probablement plus facilement que des adipocytes 
(Welner et al 2003). Plus récemment, il a été observé que des cellules phénotypiquement 
complètement différentes, les cellules HT1080 issues de fibrosarcome, produisent de 
l’endocan (Motte, Adam, Villedieu et Delehedde, communication personnelle). Ces cellules 
ne sont ni des cellules endothéliales ni des cellules épithéliales, mais des cellules de type 
fibroblastique. Il serait intéressant donc de connaître la nature et la composition de la chaine 
de GAG de l’endocan synthétisé par ces autres types de cellules. Si, quelque soit la lignée 
cellulaire, la chaîne de DS d’endocan était la même, l’hypothèse que le core puisse être un 
élément régulateur pourrait être considérée. Cela a été par exemple exploré pour la décorine 
(Seidler et al., 2007 ; Cheng et al., 1994). Pour vérifier cette hypothèse, une seconde série 
d’expériences peut être également proposée. Elle consisterait à comparer, pour une même 
lignée cellulaire, la composition oligosaccharidique des chaînes de deux CS/DSPGs 
différents, dont endocan. Si les deux PG ont des chaînes identiques, la composition structurale 
de celles-ci sera plus facilement attribuée à la lignée cellulaire. En revanche, si la composition 
varie entre deux PGs d’une même lignée cellulaire, cela serait un argument en faveur du rôle 
"régulateur" du core protéique.  
Dans le même genre d’expérience, il a été montré que l’expression d’endocan pouvait être 
modulée par différents facteurs de croissance ou cytokines tels que le TNFα, l’IL1, l’IFNγ, le 
VEGF ou encore le HGF/SF, probablement dans un but fonctionnel (revue dans Sarrazin et 
al., 2006). Par conséquent, il serait intéressant d’analyser l’effet de ces différents facteurs sur 
la structure de la chaîne d’endocan issue, par exemple, des HUVEC. Des travaux ont montré 
que certains facteurs avaient une influence sur la composition des chaînes de type GAGS  
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Figure 15A
:
Séquence protéique d’endocan
Le polypeptide d’endocan est issu de la traduction de 3 exons, l’exon 1 (rouge et bleu foncé), l’exon 2 (bleu clair) et l’exon 3 (bleu interm
édiaire). Ce 
polypeptide est caractérisé
par une séquence ‘’signal’’(rouge) en N
-term
inal et une séquence qui correspond à
la protéine m
ature (Bleu). En rose a été
indiqué
la sérine 137 sur laquelle est lié
covalem
m
ent
le GAG (CS/D
S) d’endocan. Les deux phénylalanines présentées com
m
e im
portantes pour l’activité
d’endocan (Bechard et al., 2001) ont été
soulignées (exon 2).
Figure 15B: Représentation schém
atique de l’organisation d’endocan
Le code couleur de ce schém
a est le m
êm
e que figure 1A
. Sont m
entionnés sur ce schém
a, la région riche en cystéines (18/110a.a.), la région du 
probablem
otif
EGF-like avec les ponts disulfures associés, la sérine 137 où
la chaîne de D
S est covalem
m
ent
liée, la région riche en phénylalanine (F115 et 
116), le site potentiel de sum
oylation
(110-113), et les sites putatifs de phosphorylation sur les sérines 15, 20, 21, 51, 67, 124, 129, 155 (étoiles oranges), les 
thréonines 27, 45, 107 (étoiles rouges) et les tyrosines 47, 87 (étoiles vertes).
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(Tiedemann et al., 2005 ; Carter et al., 2003). Par exemple, dans certains cancers, les chaînes 
de DS s’enrichissent en IdoA. Or, comme endocan est surexprimé dans certains types de 
cancers, on peut donc s’attendre, lors d’une stimulation par des facteurs augmentant son taux 
d’expression, à ce que le taux d’IdoA de sa chaîne augmente également. 
 
2.2. CARACTERISATION DU CORE PROTEIQUE D’ENDOCAN 
 
2.2.1. Modélisation 
 
Caractéristiques biochimiques 
L’endocan est un polypeptide de 184 acides aminés (dont la séquence est représentée à la 
Figure 15A) issu de la traduction de 3 exons (Figure 15B). Il comporte une séquence signal en 
N-terminal de 19 acides aminés (Figure 15B) ce qui en fait une protéine mature de 165 acides 
aminés. Le core protéique d’endocan mature a un poids moléculaire de 18 122,4 Da et un 
point isoélectrique théorique de 6,83 (logiciel ProtParam sur www.expasy.org). Ces valeurs 
ne tiennent pas compte des modifications post-traductionnelles, dont la chaîne glycannique de 
DS qui est covalemment liée à la sérine 137 (Figure 15B).  
 
Caractérisation structurale 
Un probable motif de type EGF 
Une recherche d’homologues protéiques d’endocan par comparaison de séquences 
peptidiques (BLAST sur www.expasy.org) a été effectuée. Aucune protéine ne présentait plus 
de 50 % d’homologie avec l’endocan. Cependant, une séquence peptidique particulière a été 
retrouvée dans de nombreuses protéines. Cette séquence ″consensus″ commune à ces 
protéines est un motif de type EGF-like (Epidermal Growth Factor – Like), décrit dans la 
Figure 16A. Ce motif, d’environ trente à quarante acides aminés, identifié pour la première 
fois dans l’EGF (Epidermal Growth Factor), est retrouvé de manière plus ou moins conservée 
dans de nombreuses autres protéines (Davis, 1990 ; Appella et al., 1988 ). Les PGs qui 
contiennent ce type de motif pouvant être cités de manière non exhaustive sont : l’agrine, le 
perlécan (2 motifs), l’aggrécan (1 motif), le versican (2 motifs), le neurocan (2) et le brévican 
(1). Les protéines qui possèdent ce motif EGF-like ont en commun d’être extracellulaires, 
liées à la membrane ou sécrétées. Ce motif est composé de six cystéines impliquées dans des 
ponts disulfures, comme cela est représenté dans la Figure 16A. La structure de plusieurs 
domaines EGF-like a été résolue. D’une manière générale, elle est caractérisée par deux
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Figure 16: Le motif EGF-like
A : la séquence indiquée sur cette figure représente les conditions nécessaires pour définir une séquence 
EGF-like. A savoir, ‘C’ sont les cystéines impliquées dans les ponts disulfures, ‘G’ sont les glycines très 
souvent conservées, ‘a’ sont des acides aminés aromatiques également souvent conservés et ‘x’ peut être 
n’importe quel acide aminé.
B : Est représentée sur cette figure, la séquence en acide aminé d’endocan avec en rouge les acides 
aminés qui respectent la règle d’une structure EGF-like indiquée figure 15. 
C : Cette figure représente la structure EGF (réf PDB : 1EGF) obtenue par RMN. Classiquement, le motif 
EGF se compose de deux feuillets béta anti-parallèles (représentés par des flèches) suivis par une boucle 
mise en forme par les ponts disulfures. La structure de droite est le produit d’une rotation de 60°
environ de la structure de gauche selon l’axe vertical et dans le sens des aiguilles d’une montre si l’on 
regarde par en dessous. Les ponts disulfures sont indiqués sur les structures.
A.
C.
B.
C.
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feuillets bêta anti-parallèles suivis, du côté C-terminal, par une boucle formée par un pont 
disulfure (Figure 16C).  La séquence protéique d’endocan de l’acide aminé 40 à 91 contient 
tous les éléments requis pour être définie comme une séquence EGF-like (Figure 16B), à la  
seule condition que les ponts disulfures puissent se former.  
Une région riche en cystéines du côté N-terminal 
Dans les 110 premiers acides aminés du core protéique d’endocan, sont réparties 18 
cystéines. Cette forte présence de cystéines laisse pressentir que la région N-terminale de la 
protéine est structurée, car stabilisée par des ponts disulfures. Le logiciel IUPred 
(http://iupred.enzim.hu) a été développé pour prédire les régions plus ou moins structurées 
d’une protéine. Nous l’avons utilisé pour évaluer "le désordre" du core protéique d’endocan. 
En effet, l’analyse théorique qui a été faite à partir de la séquence protéique de l’endocan, 
indique que la région N-terminale, jusqu’à l’acide aminé 132, est assez ordonnée (Figure 17) 
alors que la région du côté C-terminal (à partir de l’acide aminé 133) semble peu structurée, 
moins globulaire et donc plus labile. Un désordre de plus petite envergure peut être remarqué 
sur la séquence EGF-like qui vient d’être définie. 
Modifications post-traductionnelles 
L’utilisation de logiciels spécialisés a permis d’évaluer, de manière purement 
bioinformatique, les modifications post-traductionnelles que pourrait subir la partie protéique 
d’endocan. Ainsi, aucun site potentiel de N-glycosylation n’a été détecté (utilisation du 
logiciel NetNGlyc sur www.expasy.org). Cependant, quatre d’entre eux ont obtenu un score 
non négligeable. Ce sont les aspargines N4, N68, N125, et N141. En utilisant les logiciels 
YinOYang, NetOGlyc, et récemment OGPET (expasy), aucun site potentiel de O-
glycosylation n’a pu clairement être proposé. Par ailleurs, l’utilisation de "Prosite Motif 
Search" a permis de détecter la séquence consensus de liaison de la chaîne DS d’endocan dont 
l’existence est bien sûr connue et prouvée par mutagenèse (Béchard et al., 2001). 
Ensuite, grâce au logiciel NetPhos (expasy), plusieurs sites de phosphorylation ont pu être 
proposés, dont sept sur des sérines (Ser 15, 20, 21, 51, 67, 129, 155), deux sur des thréonines 
(Thr 45, 107), et deux sur des tyrosines (Tyr 47,87). Le logiciel "Prosite Motif Search", quant 
à lui, classe les sites de phosphorylation différemment. Il propose trois sites de 
phosphorylation par la protéine kinase C (PKC), qui sont la sérine 21, la thréonine 107 et le 
dernier, qui n’avait pas été proposé par NetPhos, la sérine 124. De même, quatre sites de 
phosphorylation par la caséine kinase II (CKII) ont été proposés dont la théonine 27, non 
donné par NetPhos, et également les sérines 51, 67 et 129. 
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Domaine globulaire : a.a. 1 à 133 : 
WSNNYAVDCP QHCDSSECKS SPRCKRTVLD DCGCCRVCAA GRGETCYRTV 
SGMDGMKCGP GLRCQPSNGE DPFGEEFGIC KDCPYGTFGM DCRETCNCQS 
GICDRGTGKC LKFPFFQYSV TKSSNRFVSL TEHdmasgdg nivreevvke naagspvmrk
wlnpr
Figure 17: Prédiction du désordre dans la structure d’endocan
Le graphique représente le désordre probable de la protéine (en ordonnée) en fonction des acides 
aminés (abscisses) (obtenu par le logiciel IUpred). La bande en bleu foncé indique quels sont les résidus 
d’endocan qui seraient préférentiellement situés dans un domaine globulaire. Ceci est reporté en 
dessous du graphique, avec les a.a. appartenant à une région stable en majuscule bleu et ceux qui 
appartiendraient plutôt à une région désordonnée en minuscule (bleu ciel). Ainsi, la région supposée 
globulaire serait entre les acides aminés 1 et 133, ensuite, coté C-terminal la protéine serait bien plus 
désordonnée. 
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Nous avions suggéré en début d’année 2006, qu’un site de N-myristoylation serait 
potentiellement présent sur endocan (prédiction de "Prosite Motif Search") (Sarrazin et al., 
2006). Cependant, l’utilisation d’un nouveau logiciel MYR, créé, disponible depuis peu et 
surtout spécialisé dans la prédiction des sites de N-myristoylation, ne nous a pas permis de 
détecter sur l’endocan de site favorable à ce genre de modification post-traductionnelle. 
Récemment, le logiciel SUMOplot, développé par la société Abgent, a également été mis 
à disposition sur expasy. Il permet de prédire les sites potentiels de sumoylation. La 
sumoylation est l’ajout de la protéine SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier, connue 
également sous le nom de PIC1, UBL1, Sentrin, GMP1,et Smt3) sur une protéine, par une 
liaison covalente sur une lysine inclue dans une séquence de type : B/K-X-D-E où B est un 
résidu hydrophobique, K est la lysine d’ancrage, X un acide aminé quelconque et D et E des 
résidus acides. Ce logiciel a donc permis sur endocan de mettre en évidence deux sites 
potentiels de sumoylation, qui sont respectivement 55MKCG58 et 110LKFP113. La première 
séquence présente une probabilité d’existance de 63 % ce qui classe le site comme faible 
selon le logiciel alors que la seconde séquence est classée comme un site à forte probabilité 
avec un score de 80 %. 
 
2.2.2. Recherche d’autres glycosylations que la chaîne de DS 
 
Comme cela est décrit précédemment, de l’endocan muté sur la position 137 (S137A), et 
donc dépourvu de sa chaîne oligosaccharidique, avait été produit. Cet endocan mutant a 
plusieurs utilités dont celle de pouvoir être étudié directement en cristallographie (i.e. sans 
devoir enlever le GAG) comme nous le détaillerons dans le prochain paragraphe. Après de 
nombreuses tentatives en variant les conditions cristallographiques, les résultats toujours 
négatifs obtenus nous ont conduits à nous interroger plus précisemment sur le core protéique 
d’endocan. En effet, la cristallographie nécessite une protéine pure (ce qui était le cas), et 
homogène (ce qui n’était peut-être pas le cas). Or, bien que les glycosylations soient capables 
dans certains cas de favoriser la cristallogenèse, particulièrement en rendant les protéines plus 
solubles, dans bien d’autres cas, elles peuvent rendre l’échantillon non-homogène et donc non 
cristallisable. En plus de ces problèmes récurrents de cristallisation, plusieurs indices ont 
orienté notre recherche vers d’autres glycosylations ou d’autres éléments pouvant être liés au 
core protéique et faisant varier sa taille. En effet, lorsque la protéine est analysée par MALDI-
TOF, le pic correspondant n’est pas étroit, au contraire le signal est étalé de la taille du core 
protéique (18106,4 Da) jusqu’à une taille de 4000 daltons supérieurs (environ 22000 Da) à la  
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Figure 18A: Spectre MALDI-TOF du core 
protéique d’endocan purifié
Le core protéique d’endocan a une masse théorique de 18106 Da. 
En spectrométrie de masse, le profil obtenu montre un pic large 
de 4000 Da qui débute à la masse attendue et dont le sommet se 
trouve aux alentours des 20200 Da.
Figure 18B: Gel SDS-PAGE coloré au bleu de 
Coomassie du core protéique d’endocan
Le core protéique d’endocan migre en gel SDS-PAGE non pas à 18 
kDa mais aux alentours de 20 kDa en une bande plutôt large. Sur 
les gels, 2, 4 et 8 µg de core protéique d’endocan ont été déposés 
à gauche du marqueur de poids moléculaire.
A
B
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taille de la protéine d’endocan (Figure 18A). Ceci est confirmé de façon visuelle sur SDS-
PAGE, puisque la bande correspondant au core protéique d’endocan purifié en condition non 
réductrice n’est pas fine mais peut varier d’environ 4000 Da au dessus de la masse théorique 
(Figure 18B). Par ailleurs, lors de la caractérisation de la chaîne glycannique d’endocan, 
lorsque cette dernière avait été radiomarquée, séparée du core protéique, puis analysée par 
chromatographie d’exclusion stérique (Figure 6A de la caractérisation de la chaîne 
d’endocan), des fragments de faibles tailles avaient été observés, mais leur nature n’a jamais 
été identifiée. Il n’est pas exclu que cela puisse être des glycosylations non 
glycosaminoglycanniques. 
Pour ces raisons, un travail a été mis en place pour évaluer si le core protéique d’endocan 
dépourvu de sa chaîne de DS possède d’autres glycosylations ou d’autres modifications qui 
pourraient ainsi créer un endocan non-homogène. Une méthode de marquage des oses a été 
utilisée afin d’avoir une première idée sur la présence d’éventuelles glycosylations, puis, 
différentes digestions enzymatiques suivies d’analyses par spectroscopie de masse ont été 
effectuées. 
 
2.2.2.1. Matériel et méthodes 
 
Détection en Western Blot  des glycosylations par un marquage à la biotine 
Principe du marquage (Figure 19)  
Afin de marquer les glycosylations potentielles d’endocan à la biotine, le protocole 
que nous avons utilisé est couramment utilisé pour marquer les anticorps, par exemple, et les 
glycoprotéines d’une manière générale. Il a lieu en deux étapes qui sont tout d’abord, une 
oxydation des alcools vicinaux d’un ose par le périodate de sodium (ou l'acide périodique), 
créant ainsi une coupure "oxydante". En fait, la liaison entre les deux fonctions alcools est 
coupée formant, de cette manière, deux composés carbonylés (aldéhydes) sur lesquels, dans 
un deuxième temps, l’amine primaire de l’hydrazide (lié à la biotine par un bras espaceur) 
peut réagir. La biotine est ainsi liée de manière covalente à l’ose décyclisé. 
Deux façons d’effectuer le marquage à la biotine ont été testées. Soit l’oxydation au 
périodate suivie de la biotinylation se fait directement sur la membrane de PVDF sur laquelle 
la protéine a été transférée, soit le marquage se fait en solution et les échantillons sont ensuite 
analysés par Western Blot. 
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Figure 19: Principe du marquage des glycannes par oxydation au périodate 
suivi de l’ajout d’une biotine hydrazide
Création d’aldéhydes par coupure oxydative sur les oses : 
Les α-glycols vicinaux subissent une réaction de coupure en présence d'acide 
périodique HIO4 pour donner des composés carbonylés. Il s'agit de la 
réaction de Malaprade. 
Elle fait intervenir un ester de l'acide périodique comme intermédiaire.
Ajout de la biotine :
La biotine hydrazide peut alors se coupler via son amine aux aldéhydes ainsi 
formés.
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Protocole 
Marquage en solution : la protéine est dissoute dans un tampon d’acétate de sodium à  100 
mM, pH 5.5, à une concentration de 5 mg/mL. La solution de périodate de sodium (NaIO4, 
Sigma) à 100 mM (21,4 mg/mL) est préparée dans l’eau juste avant utilisation. A l’obscurité, 
le périodate (10 mM final) est ajouté (ou non dans le cas de l’échantillon témoin) à la protéine 
par aliquote toutes les deux minutes (5 x 20 µL pour 1 mL de protéine). Il faut ensuite 
attendre 20 minutes après l’ajout du dernier aliquote. La protéine est déssalée par filtration sur 
gel (PD10) contre un tampon d’acétate de sodium à 100 mM, pH 5.5. La biotin(LC)hydrazide 
(Vector) est ensuite dissoute dans du DMSO à 50 mg/mL et 40 µL de cette solution est 
ajoutée (ou non dans le cas de l’échantillon témoin) à 1 mL de protéine. L’ensemble est laissé 
à incuber de 2 heures à toute une nuit, à température ambiante. La protéine est récupérée par 
PD10 et sa biotinylation  est visualisée par Western Blot à l’aide de l’extravidine-HRP 
(1/5000) (Sigma). Un Western Blot similaire est réalisé avec, cette fois-ci, un anticorps 
primaire monoclonal anti-endocan puis un anticorps secondaire anti-souris-HRP (Amersham). 
Ensuite, la détection se fait par chimioluminescence (ECL) et autoradiographie (ECL-
hyperfilms Amersham). 
Marquage directement sur une membrane de PVDF : L’endocan mutant, l’endocan et un 
anticorps (glycoprotéine témoin) sont déposés (2 µg) sur un gel SDS-PAGE 12 %. Après 
migration des échantillons, un transfert d’une heure à 100V sur une membrane de PVDF (Bio-
Rad) est effectué. La membrane est rincée trois fois en PBS, puis elle est incubée dans le 
périodate de sodium (10 mM), ou non (témoin négatif) à l’obscurité, pendant 20 minutes. 
Trois rinçages au PBS sont effectués puis la membrane est incubée dans une solution de 
biotine-hydrazide (Vector) à 10 mM pendant une heure à température ambiante (TA). Les 
groupements qui n’ont pas réagi sont bloqués avec une solution de Tris 20 mM pendant 20 
minutes. La membrane est ensuite rincée en PBS, puis saturée avec une solution de TBS 
contenant 5 % de lait, pendant une heure. La membrane est rincée au TBS-Tween20 (0,2 %) 
puis incubée avec l’extravidine-HRP (1/5000ème) (Sigma), pendant une heure, à température 
ambiante. La détection de la biotine se fait par chimioluminescence en utilisant les réactifs 
ECL et les "ECL-hyperfilm" (Amersham). 
 
Déglycosylations enzymatiques et analyse par spectrométrie de masse 
Digestion à la O-Glycosydase : La protéine (10 µg) est incubée dans un tampon phosphate 
de sodium 200 mM à pH 7.2 contenant 50 mM d’EDTA. 3 mU d’enzyme (Roche) sont 
ajoutées et la réaction a lieu 26 heures, à 37°C. 
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Digestion à la N-Glycosydase F : La protéine (10 µg) est incubée dans un tampon 
phosphate de sodium 200 mM à pH 7.2 contenant 50 mM d’EDTA. 5 U d’enzyme (Roche) 
sont ajoutées. La réaction a lieu 26 heures, à 37°C. 
Spectroscopie de masse : Les échantillons sont dilués au 1/10ème dans du TFA 0,1 %. 
Ensuite 1 µL de cette dilution est mélangé à 1 µL d’acide sinapinique saturé dans 50 % 
d’acétonitrile, TFA 0,3 % directement sur la plaque du MALDI-TOF (Voyager Elite, 
Perspective). Pour les fragments de plus petite taille (550 Da), la matrice utilisée est l’acide α-
cyano-4-hydroxycinnamique. 
 
Digestions peptidiques et spectrométrie de masse 
Digestion à la trypsine : La protéine (5 µg) est incubée (100 µL final) dans un tampon 
phosphate de sodium 20 mM à pH 7.2, contenant 5 mM d’EDTA. 2,5 µg de trypsine sont 
ajoutés au volume réactionnel. La réaction a lieu 24 heures, à 37°C. Ensuite la O-glycosydase 
est ajoutée (3 mU) et la réaction se poursuit pendant 48 heures supplémentaires. 
Digestion à l’endoprotéinase Lys-C : La protéine (5 µg) est incubée dans un tampon de 
digestion de type Tris-HCl 25 mM, pH 8.5 contenant 1 mM d’EDTA. 5 % (w/w) 
d’endoprotéinase Lyc-C est ajouté à la protéine. La réaction a lieu toute la nuit, à 37°C. 
Digestion à l’endoprotéinase Glu-C : La protéine est incubée dans un tampon de digestion 
de type carbonate d’ammonium 25 mM, pH 7.8. 5 % (w/w) d’endoprotéinase Glu-C est ajouté 
à la protéine. La réaction a lieu toute la nuit, à 25°C. 
Spectroscopie de masse : Les échantillons sont dilués au 1/10ème dans du TFA 0,1 %. 
Ensuite 1 µL de cette dilution est mélangé à 1 µL d’acide sinapinique saturé dans 50 % 
d’acétonitrile, TFA 0,3 % directement sur la plaque du MALDI-TOF (Voyager Elite, 
Perspective). Pour les fragments de plus petite taille (550 Da), la matrice utilisée est l’acide α-
cyano-4-hydroxycinnamique. 
 
Méthanolyse du blot protéique d’endocan, HPLC et spectrométrie de masse : méthode 
H.F.B.A. 
Sur 300 µg de core protéique d’endocan, les glycannes potentiels sont hydrolysés par un 
traitement au méthanol/HCl à 80°C. Les monosaccharides ainsi libérés sont dérivés en 
heptafluorobutyrates et analysés en chromatographie en phase gazeuse (GC), couplée ou non 
à la spectrométrie de masse (GC-MS), selon le protocole de Zanetta et coll. (1999). La lysine 
(0,5 µg) est introduite comme témoin de référence avec les monosaccharides ainsi libérés. 
  225
Figure 20: Révélation par chemioluminescence de la présence de biotine 
sur les potentiels  O- ou N-glycosylations potentielles d’endocan
A : Le marquage à la biotine est effectué en solution et les échantillons sont ensuite soumis à
un western blot révélé soit avec l’extravidine peroxidase (révélation de la biotine) soit avec 
l’anticorps primaire EP221 et un anti souris HRP secondaire (révélation du core protéique). 
Pour chacune des révélations, la ligne M correspond au marqueur de poids moléculaire, et les 
lignes 1, 2 et 3 au core protéique d’endocan traité ou non au périodate et à la biotine 
hydrazide.
B : Le marquage à la biotine est effectué directement sur la membrane de PVDF issue d’un 
Western Blot. Sur le Western Blot ont été déposés de gauche à droite : le marqueur de poids 
moléculaire, le core protéique d’endocan (EP11), l’endocan entier (EP10 = témoin positif), un 
anticorps (EP236 = autre témoin positif). La détection aux bons poids moléculaires des 
protéines est indiquée par des crochets bleus.
M    1     2     3M    1      2     3
Extravidine péroxidase EP 221
72
54
48
35
24
16
10
+--Périodate
+
+
2
+
+
3
-
+
1
Biotine-hydrazide
Core protéique d’endocan
Lignes
A B
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L’analyse en GC permet de quantifier et d’évaluer les rapports molaires entre les différents 
monosaccharides. La GC-MS confirme l’identification des monosaccharides. 
 
2.2.2.2. Résultats 
 
Dans le but d’identifier les modifications responsables des variations de poids moléculaire 
(poids observé en spectrométrie de masse versus poids théoriques, i.e. 18106 Da à 22500 
g/mol), plusieurs expériences ont été réalisées sur la partie protéique d’endocan  
Marquage du mutant d’endocan à la biotine par ses glycannes putatifs 
Tout d’abord, l’idée était, comme cela est couramment réalisé sur des glycoprotéines, de 
marquer les glycosylations du core protéique d’endocan à la biotine (où un anticorps jouant le 
rôle de glycoprotéine témoin). L’utilisation de périodate de sodium permet une oxydation des 
alcools vicinaux des oses constituant la glycosylation. Les aldéhydes ainsi formés constituent 
alors de bonnes cibles pour qu’une molécule d’hydrazide liée par un bras espaceur à une 
biotine (utilisée comme marqueur) vienne réagir et se lier de manière covalente.  
Dans un premier temps, l’expérience a été réalisée en solution, le core protéique 
d’endocan ainsi marqué à la biotine (ou non) a été analysé par Western Blot et révélé soit avec 
des anticorps spécifiques de la partie protéique, soit avec l’extravidine peroxydase (Horse 
Radish Peroxydase) qui révèle la biotine uniquement (Figure 20A). L’immunorévélation 
permet d’observer que l’oxydation au périodate crée un changement dans le profil de 
migration du core protéique. En effet, lorsque celui-ci a subi l’oxydation, une migration sous 
forme de traînée (ou "smear") apparaît avec une bande principale légèrement plus haute que le 
core protéique qui n’a subi que le traitement à la biotine-hydrazide. Lors de la révélation à 
l’extravidine, seulement la ″traînée″ est détectée. Cela peut laisser penser que le marquage des 
glycosylations à la biotine a fonctionné et donc qu’il y a bien des glycosylations présentes sur 
le core protéique mutant d’endocan. Cependant, le marquage n’est pas assez net pour le 
certifier et valider. 
C’est pourquoi, afin d’éviter tout problème de migration en SDS-PAGE, le marquage a été 
effectué directement sur la membrane de PVDF sur laquelle les protéines ont été transférées 
(Figure 20B). Pour ce marquage, un anticorps utilisé en tant que glycoprotéine témoin, 
l’endocan et le corps protéique d’endocan ont été traités. La révélation a été faite par 
l’extravidine-HRP uniquement. La membrane traitée à la biotine hydrazide mais non oxydée 
par le périodate au préalable ne présente aucun signal. En revanche, celle traitée de manière à 
marquer les glycosylations (Figure 20B) révèle un signal clair pour le témoin, c'est-à-dire  
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Figure 21: Spectrométrie 
de masse de l’endocan 
mutant traité ou non par 
la O-glycosydase ou la N-
glycosydase F
La figure expose les spectres de 
masse obtenus pour le core 
protéique d’endocan seul (B), le 
core protéique d’endocan traité à
la O-glycosydase (A) et traité à
la N-glycosydaseF (C). Les 
pointillés rouge mettent en 
évidence que le traitement à la 
O-glycosydase induit une 
diminution de la masse observée. 
L’apparition d’un pic autour des 
12000 Da est souvent retrouvé, il 
semble correspond à un fragment 
de dégradation.
A
B
C
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l’anticorps. Un signal est observé sur la traînée correspondant à la migration classique du PG 
endocan. Par ailleurs, un signal de 24 kDa sur la piste du core protéique d’endocan est 
présent, ce qui laisse donc bien penser à des glycosylations éventuelles sur ce core protéique.  
Ces résultats ont conduit à suivre davantage la piste des glycosylations supposées sur le 
mutant d’endocan. Pour cela, un travail de traitement de l’endocan mutant par des enzymes de 
déglycosylation telles que la O-glycosydase et la N-glycosydase F a été mis en œuvre. 
 
Déglycosylation des glycannes putatifs de l’endocan mutant 
Comme il a été souligné précédemment, le mutant d’endocan en spectrométrie de masse 
fait valoir un poids moléculaire de 20400 +/- 2200 Da pour un poids moléculaire théorique de 
18106 Da. L’objectif de l’expérience était d’utiliser les enzymes de déglycosylation sur le 
mutant d’endocan et d’analyser par spectrométrie de masse, les variations potentielles de son 
poids moléculaire. Comme le montrent les spectres de masse des Figures 21A et B, 
l’utilisation de la O-glycosydase permet de faire se déplacer légèrement le large pic vers une 
taille moyenne plus proche de celle du core protéique. L’utilisation de la N-glycosidase, en 
revanche, ne crée aucune modification du temps de vol de l’endocan muté (Figure 21C). 
L’utilisation combinée des deux enzymes de déglycosylation donne un résultat semblable à 
celui obtenu avec la O-glycosydase seule.  
 
Identification des sites putatifs de glycosylation à l’aide d’endoprotéinases 
Afin de compléter l’analyse sur les éventuels sites de glycosylation d’endocan, une 
dernière série d’expériences a été entreprise. Le core protéique d’endocan a alors été 
fragmenté de manière enzymatique (trypsine, endoprotéinase Glu-C ou Lys-C) et les 
fragments peptidiques obtenus ont été comparés avec le profil de la digestion théorique. Ce 
travail peut permettre d’identifier quels sont les résidus, la séquence peptidique ou le résidu 
subissant les modifications post-traductionnelles (glycosylations ou autres). En effet, si 
certains résidus ne sont pas retrouvés après digestion, et si une déglycosylation permet de les 
retrouver à leur poids moléculaire théorique, la séquence de glycosylation sera ainsi 
identifiée. 
Par ailleurs, cette procédure en conditions non réductrices, permet d’analyser les ponts 
disulfures qui peuvent se former entre les différents fragments (par l’obtention d’un pic d’une 
taille de deux fragments contenant des cystéines). 
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OUI
Trop petit
OUI
OUI (ou 58-63)
Faible 
Trop petit
NON
Trop petit
Trop petit
OUI
OUI
Faible
OUI (ou 145-159)
NON
OUI
Faible
NON
Trop petit
Trop petit
Trop petit
NON
Digestion à la 
trypsine
WLNPR
K
ENAAGSPVMR
EEVVK
FVSLTEHDMAAGDGNIVR
SSNR
FPFFQYSVTK
CLK
GTGK
ETCNCQSGICDR
DCPYGTFGMDCR
CQPSNGEDPFGEEFGICK
CGPGLR
TVSGMDGMK
GETCYR
VCAAGR
TVLDDCGCCR
R
CK
SSPR
WSNNYAVDCPQHCDSSECK
Séquence peptidique Digestion à la 
trypsine et 
traitement à la O-
glycosydase.
a.a.Masse
OUI161-165685.3780
Trop petit160-160147.1128
OUI150-1591031.4938
OUI (ou 58-63)145-149603.3348
OUI127-1441931.9279
Trop petit123-126463.2259
Très légère apparition113-1221263.6408
Trop petit110-112363.2060
Trop petit106-109362.2034
OUI94-1051328.5028
OUI82-931364.5068
OUI64-811956.8102
OUI (ou 145-159)58-63602.3079
NON49-57925.4117
OUI43-48728.3032
NON37-42576.2922
NON27-361084.4220
Trop petit26-26175.1189
Trop petit24-25250.1220
Trop petit20-23446.2358
OUI1-192185.8372
Figure 22: Tableau récapitulatif des fragments polypeptidiques d’endocan, théoriques 
ou expérimentaux, qui doivent être retrouvés après une digestion à la trypsine
La trypsine coupe les chaînes peptidiques après les lysines et arginines. La troisième colonne du tableau 
montre les séquences peptidiques qui doivent être obtenues après une telle digestion. La seconde colonne 
donne les positions des premiers et derniers acides aminés de ces séquences et la première colonne donne 
leur masse. La quatrième colonne indique si oui ou non, sur le spectre de masse les fragments 
correspondants ont été retrouvés, de même pour la cinquième colonne où le spectre de masse a été obtenu 
après un traitement à la trypsine et à la O-glycosydase.
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1ère étape : digestion à la trypsine 
Le core protéique d’endocan est tout d’abord soumis à une digestion par la trypsine, 
enzyme qui coupe la protéine après toutes les lysines et toutes les arginines. Les fragments 
théoriques qui doivent être obtenus sont indiqués dans le tableau de la Figure 22. Dans la 
colonne 4, sont indiqués les fragments observés en spectrométrie de masse. Les fragments 
d’une taille inférieure à 550 Da n’ont cependant pas pu être étudiés. Plusieurs pics sur le 
spectre correspondent ainsi directement aux fragments attendus. Clairement des 
glycosylations ne peuvent pas intervenir sur des fragments dont la taille théorique correspond 
à celle obtenue sur le spectre expérimental. Or,  les séquences peptidiques 58-81, 82-109, 
110-112 et 123-149, malgré une faible apparition, n’ont pu être identifiées clairement en 
l’absence de traitement par la glycosydase. Ainsi, les sérines 67, 123, 124 et 129, et les 
thréonines 107 et 131 peuvent donc potentiellement être glycosylées. Le spectre du mutant 
d’endocan traité à la trypsine est ensuite comparé à celui du même échantillon traité en plus à 
la O-glycosydase (Figure 22 colonne 5). La variation la plus évidente est l’apparition du pic 
correspondant à la séquence 1-19. L’augmentation du pic de la séquence 127-145 peut 
également être pris en compte, en revanche la faible apparition de la séquence 113-122 n’est 
sans doute pas significative.  
D’autre part, des pics ne correspondant pas à un fragment unique ont été obtenus. Par 
exemple, un signal est obtenu à 1687,95 Da. Il peut correspondre à la liaison entre les 
fragments 27-36 et 58-63 voire même celle entre les fragments 94-105 et 110-112. De même 
à 2684 Da, pour les fragments 43-48 et 64-81, ou à 3265 Da pour les fragments 1-19 et 27-36. 
Ces liaisons sont dues aux ponts disulfures entre deux cystéines. 
 
2ème étape : digestion à l’endoprotéinase Lys-C 
La digestion tryptique créé de nombreux fragments de petite taille. L’endoprotéinase 
Lys-C induit uniquement des coupures au niveau des résidus de lysine et peut théoriquement 
conduire à la formation de dix fragments. La digestion en l’absence et en présence d’agent 
réducteur (DTT) a été réalisée. Sur le même principe d’analyse que pour la digestion 
tryptique, le tableau présenté en Figure 23 indique les masses attendues pour chacun de ces 
dix fragments théoriques, les conditions réductrices utilisées et bien sûr la présence des 
fragments expérimentaux. En présence de l’agent réducteur, seuls les fragments 58-81, 82-
109, 110-112, et 123-149 n’ont pas donné de signal évident. Ce résultat implique que les 
sérines 67, 123, 124 et 129, et les thréonines 107 et 131 peuvent potentiellement être 
glycosylées. 
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OUI
OUI
OUI
OUI
Trop petit
NON
NON
NON
OUI
NON
Lys-C
WLNPR
ENAAGSPVMRK
SSNRFVSLTEHDMAAGDGNI VREEVVK
FPFFQYSVTK
CLK
DCPYGTFGMDCRETCNCQSG ICDRGTGK
CGPGLRCQPSNGEDPFGEEF GICK
RTVLDDCGCCRVCAAGRGET CYRTVSGMDGMK
SSPRCK
WSNNYAVDCPQHCDSSECK
Séquence peptidique
OUI161-165685.3780
OUI150-1601159.5888
Faible123-1492960.4530
OUI113-1221263.6408
Trop petit110-112363.2060
Faible82-1093017.1773
Faible58-812540.1002
OUI26-573413.4768
OUI20-25677.3399
OUI1-192185.8372
Lys-C + 
DTTa.a.masse
Figure 23: Tableau récapitulatif des fragments polypeptidiques d’endocan, théoriques 
ou expérimentaux, qui doivent être retrouvés après une digestion à l’endoprotéinase
Lys-C
L’endoprotéinase Lys-C coupe les chaînes peptidiques après les lysines. La troisième colonne du tableau 
montre les séquences peptidiques qui doivent être obtenues après une telle digestion. La seconde colonne 
donne les positions des premiers et derniers acides aminés de ces séquences et la première colonne donne 
leur masse. La quatrième colonne indique si oui ou non, sur le spectre de masse les fragments 
correspondants ont été retrouvés. De même pour la cinquième colonne où le spectre de masse a été obtenu 
après un traitement à la Lys-C et au DTT (agent réducteur ayant pour but de rompre les liaisons 
disulfures).
OUI
Trop 
petit
OUI
NON
NON
Trop 
petit
NON
NON
NON
Glu-C
OUINAAGSPVMRKWLNPR151-1651696.9064
Trop 
petit
VVKE147-150474.2922
OUIHDMAAGDGNIVREE133-1461513.6699
NONTCNCQSGICDRGTGKCLKFP FFQYSVTKSSNRFVSLTE95-1324252.0082
OUIFGICKDCPYGTFGMDCRE77-942041.8275
Trop 
petit
DPFGEE71-76693.2726
NONTCYRTVSGMDGMKCGPGLRC QPSNGE45-702747.1826
OUICKSSPRCKRTVLDDCGCCRV CAAGRGE18-442873.2878
OUIWSNNYAVDCPQHCDSSE1-171954.7330
Glu-C + 
DTTSéquence peptidiquea.a.Masse
Figure 24: Tableau récapitulatif des fragments polypeptidiques d’endocan, théoriques 
ou expérimentaux, qui doivent être retrouvés après une digestion à l’endoprotéinase
Glu-C
L’endoprotéinase Glu-C coupe les chaînes peptidiques après les acides glutamiques. La troisième colonne du 
tableau montre les séquences peptidiques qui doivent être obtenues après une telle digestion. La seconde 
colonne donne les positions des premiers et derniers acides aminés de ces séquences et la première colonne 
donne leur masse. La quatrième colonne indique si oui ou non, sur le spectre de masse les fragments 
correspondants ont été retrouvés. De même pour la cinquième colonne où le spectre de masse a été obtenu 
après un traitement à la Glu-C et au DTT (agent réducteur ayant pour but de rompre les liaisons 
disulfures).
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En comparant l’échantillon traité au DTT et celui permettant la formation des ponts 
disulfures, il est donc possible de supposer que les fragments 1-19 et 26-57 sont reliés par ce 
type de liaison, d’autant plus qu’un pic correspondant à la somme de ces deux fragments a été 
obtenu sur l’échantillon non réduit. La même analyse peut être faite concernant une 
interaction par un pont disulfure entre les fragments 26-57 et 58-81, et de manière encore plus 
nette entre les fragments 58-81 et 82-109. 
 
3ème étape : digestion à l’endoprotéinase Glu-C 
  Afin d’augmenter le nombre de combinaisons possibles, une digestion à 
l’endoprotéinase Glu-C a été réalisée. Cette enzyme coupe la liaison peptidique au niveau des 
acides glutamiques. Comme pour la Lys-C, l’échantillon a été traité en présence ou en 
absence de DTT. Le tableau de la Figure 24 compare les fragments théoriques et les 
fragments obtenus expérimentalement. Ainsi, en conditions réductrices, les séquences 45-70, 
71-76, 95-132 et 147-10 manquent sur le spectre. Ce résultat n’apporte pas d’information 
supplémentaire concernant les glycosylations potentielles. La comparaison avec les conditions 
non réductrices confirme que les fragments 1-17, 18-44 et 77-94 sont impliqués dans des 
ponts disulfures. Pour le fragment 1-17 cela signifie que le pont disulfure 9-S-S-13 est 
impossible puisque ce fragment ne contient que deux cystéines et que l’une est impliquée 
dans un pont disulfure. 
 
Méthanolyse du core protéique d’endocan et identification des monosaccharides libérés 
Les glycannes putatifs ont été séparés du core protéique d’endocan par méthanolyse. 
Après un marquage des monosaccharides qui permet leur suivi, une analyse HPLC a été 
réalisée. La lysine est ajoutée comme une référence pour la quantification. Le tableau de la 
Figure 25 détaille la quantité et la nature des monosaccharides détectés. Ainsi, il apparaît que 
le core protéique d’endocan porte environ 1 % de glycannes (3 µg pour 300 µg). La présence 
de galactose (Gal), de N-acétyl galactosamine (GalNAc), de N-acétyl glucosamine (GlcNAc) 
et d’acide N-acétyl neuraminique (NeuAc) confirmée en GC-MS (résultats non montrés) 
révèle une O-glycosylation. Aussi, la présence de mannose laisse supposer la présence de N-
glycanne. Pour les O-glycannes, le rapport molaire se calcule à partir de la GalNAc en 
position réductrice. Ainsi, à une mole de GalNAc correspond 0,857 mole de Gal, 0,439 mole 
de GlcNAc et 0,671 mole de NeuAc. 
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Figure 25: Composition monosaccharidique des O- et N-glycannes liés sur le core 
protéique d’endocan
Les glycannes présents sur le core protéique d’endocan (300 µg) sont hydrolysés par méthanolyse
(méthanol/HCl à 80°c). Les monosaccharides obtenus sont dérivés en heptafluorobutyrates et analysés en 
chromatographie en phase gazeuse (GC), couplée ou non à la spectrométrie de masse (GC-MS). Les résultats 
de la chromatographie permettent d’évaluer les rapports molaires entre les différents monosaccharides. 
Pour estimer la quantité de monosaccharide libéré, la lysine est utilisée comme référence. Dans cette 
expérience 0,5 µg de lysine ont été utilisé. Il existe un coefficient entre chaque monosaccharide est la 
lysine (coefficient/lysine). Il permet par la comparaison des aires obtenues sur le chromatogramme, de 
connaître les rapports massiques entre chacun d’entres eux. L’aire obtenue pour la lysine dans cette 
expérience est de 35374. Il est possible que l’analyse sous-estime la quantité de glycanne detecté mais le 
core protéique d’endocan porterait au moins 1 % de glycanne (O- ou N-glycanne) (3 µg pour 300 µg).
3.1550.93760.43840.99850.08270.6976Masse en µg
0.6710.43910.857Rapport molaire
3.03431.983834.518500.459793.8761Nbre de nanomoles
1,10340,721391,643090,167201,4095Diviser par le coeff.
2,75851,125371,298040,289251,26010S.pic/S. Lys.
97580398094591710232445740Surface des pics
2.51.5600.7901.7300.8940.99Coefficient/lysine
309221221180180164Masse moléculaire
Masse 
totaleNeuAcGlcNAcGalNAcManGalFucMonosaccharide
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2.2.3. Cristallographie  
Dans le but d’obtenir des informations structurales sur le core protéique d’endocan, des 
expériences de cristallographie ont été entreprises. D’une manière générale, l’objectif était de 
trouver les conditions pour permettre la formation de cristaux qui, par diffraction aux rayons 
X, auraient pu donner des informations sur l’organisation stucturale d’endocan. Pour cela, un 
premier criblage des conditions doit être réalisé. Ce premier criblage fait intervenir des 
conditions de cristallisation (composition des tampons) très variées. Ainsi, si des premiers 
cristaux se forment dans l’une des conditions, un second criblage autour de cette condition 
peut être réalisé (variation du pH, ou de la concentration des précipitants par exemple).  
2.2.3.1. Matériel et méthodes 
 
Production et purification du core protéique d’endocan 
Le core protéique d’endocan est obtenu selon les méthodes déjà détaillées dans la 
première partie des résultats. 
Production et purification des Fab d’anticorps monoclonaux dirigés contre endocan 
L’anticorps monoclonal EP214 a été produit et purifié par une collaboratrice, Estelle 
Adam, au sein de l’entreprise Endotis Pharma (Loos). La purification du Fab de cet anticorps 
a été réalisée selon le protocole fourni avec le kit de purification développé par Pierce : 
"ImmunoPure Fab Preparation Kit". Cette purification est faite en incubant l’anticorps avec de 
la papaïne afin de détacher le Fab et la partie Fc de l’anticorps. Cette dernière est retenue 
grâce à une colonne de Protéine A, et le Fab non retenu sur ce type de colonne est récupéré. 
Le protocole utilisé est rigoureusement identique à celui fourni par Pierce avec le kit, sans 
aucune modification. 
Création du complexe core protéique d’endocan / Fab  
L’endocan mutant (300 µL à 22 mg/mL) et le Fab de l’anticorps EP214 (300 µL soit 6 
mg) sont indépendamment passés en filtration sur gel (Superdex 75, Amersham, tampon PBS 
¼) à 1 mL/min. Les protéines sont collectées dans un volume de 1,5 mL. Le complexe est 
formé entre le Fab et l’endocan mutant (3 mL final) durant la nuit à 4°C. Il est ensuite 
concentré sur Amicon Ultra-4 (10 MWCO) jusqu’à 350 µL et est injécté sur une colonne de 
filtration sur gel. Un gel SDS-PAGE révèle que le pic majoritaire correspond au complexe 
endocan/Fab. Les fractions correspondant à ce pic sont rassemblées et concentrées puis 
  235
déssalées contre un tampon Tris-HCl pH 7.8, 150 mM NaCl. Au final, 200 µL de complexe 
endocan/ Fab à 5 mg/mL ont été obtenus. 
Criblage des conditions de cristallisation 
Core protéique d’endocan seul  
Plusieurs criblages ont été effectués à différentes concentrations d’endocan, selon la 
disponibilité du matériel. 
Premier criblage : Il a été effectué par le robot de cristallisation de l’EMBL (Cartesian) 
capable de faire des nanogouttes de cristallisation d’environ 200 nL. De l’endocan à 3,45 
mg/mL a été utilisé pour ces expériences. Il a été placé, de manière robotisée, en présence des 
agents précipitants des kits de cristallisation : Crystal Screen I et II, Crystal Screen Lite, Peg-
ion, Memb Fac, Natrix, Ammonium sulfate, Screen Malonate et Formate, Quick Screen, PEG 
6k, MPD, PEG Li-Cl, Mme 5000 et 96 autres conditions (Hampton Research), à 20°C, soit au 
total 600 conditions testées. 
Second criblage : Le mutant d’endocan a été préparé à 22 mg/mL et le criblage a été effectué 
par le robot de cristallisation de l’IBS (TECAN) sur les kits de cristallisation Crystal Screen 
kits I and II (Hampton Research, CA), aux températures de 4°C et 20°C. 
Troisième criblage : Une nouvelle production du mutant d’endocan a fourni un échantillon 
protéique à 26,7 mg/mL. Les conditions de criblage des kits Crystal Screen I et II à 4°C et 
20°C ont été utilisées grâce au robot disponible à l’IBS. 
 Complexe endocan / Fab 
Un seul criblage a été réalisé. Celui-ci a été effectué avec le robot de l’EMBL (Grenoble) 
en utilisant les kits Crystal Screen kits I and II (Hampton Research, CA), à 4°C ou 20°C et sur 
un échantillon de complexe protéique à la concentration d’environ 5 mg/mL.  
 
2.2.3.2. Résultats 
 
Afin de pouvoir structuralement caractériser le core protéique d’endocan, une étude par 
cristallographie a été engagée. Le mutant d’endocan a été produit et purifié à partir d’un 
système eucaryote (les cellules HEK293) avec une mutation sur la sérine 137, afin que la 
chaîne de DS ne puisse plus être ajoutée au core protéique. Ce mutant avait l’avantage de 
fournir un échantillon protéique de composition théoriquement homogène (qu’un PG entier ou 
qu’un PG auquel on aurait supprimé les GAGs par dégradation chimique ou enzymatique). La 
première phase de l’étude cristallographique a consisté à identifier quels pouvaient être les 
précipitants les plus favorables. Durant cette première phase, différents facteurs ont pu être 
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évalués, malheureusement, aucun des cristaux obtenus n’a permis de générer la moindre carte 
de diffraction. 
Cristallisation du core protéique d’endocan 
Trois essais ont pu être effectués. Le premier essai est celui qui a permis le plus large 
criblage de conditions de cristallisation de manière automatisée. Malheureusement,  
l’échantillon était à 3,5 mg/mL, une concentration certainement trop faible puisque, sur les 
600 conditions testées, très peu ont fait précipiter la protéine, signe que la concentration en 
protéine utilisée n’était certainement pas assez élevée. Des cristaux se sont cependant formés 
dans six conditions contenant du phosphate comme agent précipitant, mais aucun n’était de 
nature protéique. 
A la suite de ces premiers résultats, le second essai a été réalisé à une concentration en 
protéine plus élevée (22 mg/mL), sur une gamme de conditions cristallographiques moins 
importante, mais variée. Les échantillons ont été placés à des températures différentes : soit à 
4°C, soit à 20°C, puisque la température est une variable importante pour certaines protéines, 
notamment celles qui se dégradent à température ambiante. Les gouttes de cristallisation ont 
été réalisées par le robot de l’IBS qui fait des gouttes de taille plus importante (1 µL) que 
celui de l’EMBL (200 nL), ce qui peut faciliter, dans certains cas, la formation des cristaux. 
Ce second essai a fait précipiter la protéine dans environ 50 % des puits. Dans certaines 
conditions et à 20°C uniquement, des cristaux se sont formés. Ceux-ci ont été isolés, plongés 
dans l’azote liquide afin d’être analysés sur une ligne de rayonnement synchrotron de l’ESRF. 
Pour la plupart, les signaux observés ont révélé que les cristaux seraient plutôt de nature 
saline. En revanche, dans la condition suivante : 0,2 M d’acétate d’ammonium et 0,1 M 
d’acétate de sodium trihydrate, pH 4.6, 30 % PEG 4000, les cristaux avaient une apparence 
protéique, mais malheureusement étant trop fragiles, ils n’ont pas pu être isolés et analysés au 
synchrotron. Cette condition avait déjà donné lieu à la formation de petits cristaux lors du 
premier essai. Elle était, dans ce premier essai, la seule condition expérimentale à ne pas 
contenir de phosphate, se détachant ainsi des autres conditions où des cristaux avaient pu être 
observés. A 4°C, aucune condition n’a permis d’obtenir de cristal, même si le taux de 
précipitation de la protéine semblait identique. 
Un troisième essai, dans des conditions identiques à celle du second essai mais à une 
concentration d’endocan mutant encore plus élevée (26,7 mg/mL) est en toujours en cours. 
Pour l’instant, aucun cristal n’a été obtenu que ce soit à 4°C ou à 20°C. 
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Figure 26: Suivi de la purification du Fab de l’anticorps EP214 par 
gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie
Le Fab est séparé de la partie Fc par une coupure à la papaïne. La partie Fc est 
ensuite retenue sur une colonne Protéine A, ce qui permet de récupérer le Fab qui lui 
n’est pas retenu. Pour suivre la purification, le gel SDS-PAGE présenté est réalisé. A 
droite du marqueur de poids moléculaire ont été déposés : l’anticorps EP214 (10 µg) 
(1), EP214 après digestion à la papaïn (10 µg) (2), le Fab récupéré (20 µg = 3 et 60 µg 
= 4), et la partie Fc éluée de la colonne protéine A (10 µg) (5).
Figure 27: Chromatographie d’exclusion du complexe core protéique 
d’endocan/Fab d’EP214
Pour obtenir un complexe pur entre la partie protéique d’endocan et le Fab d’EP214, les deux 
polypeptides sont mis en présence, avec un léger excès d’endocan. Pour supprimer l’excès 
d’endocan, le mélange est soumis à une filtration sur gel de type superdex 75 dans du PBS. Le 
chromatogramme obtenu montre un pic majoritaire (complexe = 70 kDa) et un épaulement de 
poids moléculaire inférieur (partie protéique d’endocan = 20 kDa).
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Cristallisation du complexe protéique endocan mutant / Fab 
L’endocan est une protéine soluble d’environ 18,1 kDa. D’après l’analyse protéique 
réalisée après purification, le mutant apparaissait quasiment pur. Ces caractéristiques 
intéressantes auraient pu laisser penser que la cristallisation allait être facilitée. Cependant, les 
essais réalisés sur le mutant d’endocan n’ont été que très peu fructueux. Plusieurs facteurs 
peuvent rendre une cristallisation difficile. Tout d’abord, il faut un échantillon très homogène. 
Or comme on vient de le voir, l’analyse par spectrométrie de masse laisse penser que ce corps 
protéique est porteur de modifications post-traductionnelles qui font varier sa taille de 4000 
Da. De plus, les régions non structurées d’une protéine peuvent la rendre flexible à certains 
endroits et ainsi l’empêcher de s’organiser en un réseau régulier nécessaire pour la 
cristallisation. Les prédictions bioinformatiques que nous avons réalisées concernant le 
désordre au sein de la protéine ont révélé que les 33 derniers acides aminés d’endocan sont 
organisés de façon peu structurée. C’est pourquoi, il a été entrepris des travaux de co-
cristallisation de l’endocan mutant avec le Fab de l’anticorps monoclonal EP214 dont 
l’épitope se trouve précisemment dans la région C-terminale que l’on souhaitait stabiliser. La 
Figure 26 présente le gel SDS-PAGE qui a permis de vérifier la pureté du Fab d’EP214 
produit. Le complexe qui a été formé entre le core protéique d’endocan et le Fab a été purifié 
par filtration sur gel dont le chromatogramme est présenté en Figure 27. Le complexe ainsi 
purifié a été utilisé à 5 mg/mL pour cribler 200 conditions à 4°C et à 20°C. Aucun cristal ne 
s’est pour l’instant formé. 
 
2.2.4. Discussion 
 
L’endocan est un PG encore bien mal connu et le but essentiel de ce projet de recherche 
était de tenter d’en apprendre d’avantage sur la structure de cette molécule.  
Comme nous l’avons vérifié, l’endocan est composé d’un corps protéique et d’une unique 
chaîne de DS liée à une sérine en position 137 (Béchard et al., 2001a). Un mutant de ce PG 
circulant avait été précédemment développé, ne possèdant plus de chaîne de GAG puisque la 
sérine 137 a été remplacée par mutagenèse par une alanine. L’obtention de quantité 
raisonnable de ce mutant par les techniques de production et de purification développées, a 
permis d’initier des expériences de cristallographie de manière à essayer de donner une 
structure protéique à ce PG circulant. Malgré le large criblage cristallographique effectué 
(1800 conditions au total), plusieurs éléments peuvent expliquer pourquoi cette petite protéine 
pourtant dépourvue de sa chaîne de GAG n’a pas permis l’organisation d’un cristal jusqu’à 
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présent. Dans le cas de l’endocan mutant, la purification par passage sur une colonne 
d’immunoaffinité a permis d’avoir une protéine pure. D’un point de vue de l’homogénéité de 
l’échantillon, la spectrométrie de masse ainsi que la visualisation de ce mutant sur gel SDS-
PAGE en conditions non réductrices, révèle un poids moléculaire moyen de 20 000 Da 
environ (+/- 2000 Da) pour 18106 attendu. Cette variation de poids moléculaire, de nature 
inconnue, est un signe d’hétérogénéité, souvent peu favorable à la cristallisation. Ces éléments 
nous ont donc poussé à caractériser le core protéique d’endocan d’une façon différente que 
par diffraction aux rayons X. 
Dans un premier temps, une approche bioinformatique a permis de se familiariser avec 
l’endocan, ses caractéristiques biochimiques, l’organisation structurale qu’il pourrait adopter 
et ses potentielles modifications post-traductionnelles. De cette manière, comme cela a déjà 
été analysé par des travaux antérieurs (Lassalle et al., 1996), aucune séquence consensus pour 
un éventuel site de N-glycosylation n’apparaît clairement même si quatre sites potentiels ne 
sont pas à écarter. La sérine 137 a bien été définie comme étant un site préférentiel pour 
l’attachement d’un GAG. Par contre, aucun logiciel ne permet d’évaluer réellement les sites 
potentiels de O-glycosylations chez l’Homme. Parallèlement, plusieurs sites potentiels de 
phosphorylations ont pu être observés (Figure 1B), certains étant théoriquement plus 
spécifiques à la caséine kinase II (CKII) d’autres plutôt à la protéine kinase C (PKC) (Sarrazin 
et al., 2006). Toujours selon cette analyse bioinformatique, une séquence consensus de 
sumoylation a été jugée probable sur la séquence 110-113 (80 % de probabilité). De plus, la 
protéine est composée de 18 cystéines dans les 110 premiers acides aminés (165 a.a. au total), 
ce qui laisse fort à penser que ces 110 acides aminés N-terminaux forment une région assez 
dense, structurée et plutôt globulaire à l’inverse de la région C-terminale qui apparaît 
certainement plus labile. Cette analyse de l’organisation de la protéine est confortée par les 
résultats d’une évaluation du désordre au sein de la protéine. En effet, un logiciel de la 
prédiction des régions non-structurées des protéines a permis d’évaluer qu’endocan était une 
protéine globulaire jusqu’à l’acide aminé 132 puis que les 33 derniers acides aminés 
formaient une région très peu structurée. Une recherche d’homologues protéiques par 
comparaison de séquence (BLAST) a également été effectuée. Aucune protéine connue 
jusqu’à maintenant ne possède un profil peptidique identique à celui d’endocan. Cependant, 
les protéines qui comportent des  similarités avec endocan ont toutes en commun un motif de 
type EGF-like. Ce motif, décrit Figure 16, est principalement caractérisé par la formation de 
ponts disulfures et semble cohérent au regard du nombre de cystéines dans cette région (a.a. 
46-92) de l’endocan. 
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Expérimentalement, la caractérisation de l’organisation de la protéine (pont disulfures 
principalement) et l’étude d’éventuelles modifications post-traductionnelles ont été réalisées 
principalement par spectrométrie de masse. La variation du poids moléculaire de 4000 Da 
nous a orienté préférentiellement vers les glycosylations qui induisent, en règle générale, un 
ajout de poids moléculaire d’au moins 800 Da. L’ubiquitination constitue également un ajout 
d’au moins 800 Da, et malgré la détection d’un site potentiel de sumoylation cette piste n’a 
pas été suivie. Les phosphorylations en revanche ne rajoutent que 80 Da, la variation de poids 
moléculaire observée ne peut donc pas leur être attribuée mais cela n’exclut cependant pas 
que l’endocan ne soit pas sujet à ce genre de modification. 
Une première expérience de marquage des glycannes putatifs à la biotine (facilitant ainsi 
la détection par chimioluminescence) a révélé que le core protéique d’endocan pouvait 
également comporter d’autres oses. Un premier traitement à la N-glycosidase, suivi d’une 
analyse en spectrométrie de masse, semble rendre peu probable la présence de N-
glycosylation sur endocan. La même expérience avec la O-glycosydase a permis d’observer 
un rétrécissement du pic d’environ 800 à 1000 Da (Figure 21), cependant le signal 
spectrométrique reste toujours assez large. Des cartes peptidiques ont alors été construites 
après digestion par les endoprotéinases (trypsine, Lys-C, et Glu-C), de manière à pouvoir 
identifier des sites potentiels de modifications post-traductionnelles (ces dernières peuvent en 
effet modifier le temps de vol des peptides analysés en spectrométrie de masse). La 
comparaison des spectres obtenus pour l’endocan mutant traité à la trypsine seule ou à la 
trypsine suivi d’un traitement à la O-glycosydase, a permis de révéler clairement l’apparition 
du fragment 1-19, ce qui laisse supposer que les sérines 2, 15 et 16 pourraient être O-
glycosylées. Concernant les sérines 100 et 155 ainsi que les thréonines 45, 87, et 95, il n’y a 
pas de chance qu’elles soient O-glycosylées puisque les fragments les contenant ont tous été 
retrouvés sans l’ajout de glycosydase. Pour les autres sérines et thréonines, la création de 
fragments de trop petite taille, ou la non apparition des pics sur les spectres ne nous 
permettent pas de conclure. La digestion par la Lys-C en présence ou non de DTT, créant des 
fragments de plus grande taille que le traitement avec la trypsine, a permis de remettre en 
question la présence de glycosylations sur le fragment 1-19. Avec ce traitement, les séquences 
58-81, 82-109, 110-112 et 123-149 n’ont pu être clairement identifiées en l’absence de 
glycosydase. Ainsi, peuvent potentiellement être glycosylées les sérines 67, 123, 124 et 129, 
et les thréonines 107 et 131. La même expérience réalisée avec la Glu-C a permis d’identifier, 
en conditions réductrices, tous les fragments sauf les peptides 45-70 et 95-132 ce qui laisse 
toujours les sérines 67, 123, 124, et 129 et thréonines 107 et 131 comme des sites potentiels  
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de glycosylation. De plus, l’absence de pic à 4252 Da pour le fragment 95-132 mais la 
présence d’un pic large non identifié aux alentours de 4808 et 4887 Da est un signe 
supplémentaire de glycosylation et même potentiellement de glycosylation et de 
phosphorylation (+ 80 Da). 
Les résultats ainsi obtenus n’étaient cependant pas en mesure d’établir clairement que le 
core protéique d’endocan est soumis à des N- ou des O-glycosylations. C’est pourquoi, en 
collaboration avec Marie-Christine Slomianny (laboratoire du Pr Jean-Claude Michalski, 
Université des Sciences et Technologies de Lille) une étude plus poussée de détermination de 
la présence de glycosylation a été effectuée. De cette étude, il apparaît que le core protéique 
d’endocan comporte environ 1 % de glycannes. Parmi ces glycannes, une ou plusieurs O-
glycosylations sont présentes, et dans certains cas, il apparaît qu’au moins une N-
glycosylation pourrait avoir lieu puisque des mannoses ont été trouvés. 
La constitution de la carte peptidique, en l’absence ou en présence de DTT a également 
permis d’obtenir des informations sur les liaisons disulfures potentielles. En effet, l’utilisation 
de la trypsine a fait apparaître un fragment à 1687,95 Da qui correspond soit à la liaison entre 
les fragments 27-36 et 58-63 soit à une liaison des fragments 94-105 et 110-112. Il en est de 
même à 2558 Da pour les fragments 58-63 et 64-81, à 2684 Da pour les fragments 43-48 et 
64-81 ou à 3265 Da pour les fragments 1-19 et 27-36. Le fragment 82-93 n’a pas été retrouvé 
associé à d’autres fragments peptidiques et a été observé à la bonne taille, laissant donc 
supposer que ses cystéines 83 et 92 ne peuvent former un pont disulfure uniquement qu’entre 
elles. Ce constat respecte d’ailleurs le motif EGF-like précédemment identifié lors de 
l’analyse bioinformatique (Figure 17B). En utilisant l’enzyme Lys-C, en présence ou non 
d’agent réducteur, un nouveau profil de digestion a été obtenu. Il a permis de vérifier que les 
fragments 1-19 et 26-57 sont donc bien reliés entre eux par des ponts disulfures, au même titre 
que les fragments 26-57 et 58-81 ou encore les fragments 58-81 et 82-109. La cystéine 24, en 
revanche, ne semble pas impliquée dans une liaison de type pont disulfure. L’utilisation de la 
Glu-C, en conditions réductrices ou non, a également permis de fournir des détails 
supplémentaires sur l’organisation structurale d’endocan. Par exemple, pour le fragment 1-17, 
il apparaît évident que le pont disulfure C9-C13 est totalement impossible.  
Grâce à tous ces indices, un modèle de l’organisation d’endocan (ponts disulfures et 
glycosylations) respectant les données qui viennent d’être exposées a été proposé (Figure 28). 
Ainsi, un ou plusieurs ponts disulfures entre les cystéines 9, 13, 18 et 32,  34, 35 sont à 
prendre en considération. Sur la séquence protéique 46-92, l’organisation des ponts disulfures 
respecterait le motif EGF-like qui avait été détecté par homologie de séquence. Un pont 
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disulfure entre les cystéines 96, 98 et 103 n’est pas à exclure, de même un pont disulfure entre 
ces mêmes acides aminés et la cystéine 110 reste également possible. Par bioinformatique, 
certains logiciels (Geno3D, Job CPH, phyre) proposent, par homologies avec des protéines 
dont la structure a été résolue, de modéliser une protéine à partir de sa séquence peptidique. 
Cela a été réalisé pour endocan. En respectant les résultats obtenus et les modèles obtenus, les 
ponts disulfures les plus probables pourraient donc être : C9-C32 ; C18-C35 ; C46-C64 ; C58-
C80 ; C83-C92 ; C96-C103 ; C98-C110. 
 
2.2.5. Perspectives 
 
L’organisation stucturale du core protéique d’endocan est encore loin d’être résolue. Les 
résultats obtenus permettent cependant d’ouvrir quelques pistes. Concernant les modifications 
post-traductionnelles, endocan, outre sa chaîne de DS liée en S137 semble également 
posséder des glycosylations de type O- et N-glycosylation, l’objectif serait maintenant de les 
localiser. Parallèlement, il serait intéressant d’approfondir la présence d’éventuelles 
phosphorylations. D’un point de vue plus structural, l’utilisation d’autres protéases en 
conditions réductrices ou non pourrait valider les ponts disulfures suggérés. Concernant la 
cristallisation du core protéique, une seconde phase de criblage autour de la condition : 0,2 M 
d’acétate d’ammonium et 0,1 M d’acétate de sodium trihydrate, pH 4.6, 30 % PEG 4000 
pourrait être entreprise. Pour cela, l’obtention d’endocan nu de toute glycosylation s’avère 
importante, et la stabilisation avec un Fab une voie à poursuivre. 
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Depuis sa découverte, le protéoglycanne endocan a suscité de nombreux intérêts au regard 
de son implication potentielle, notamment dans la progression tumorale ou dans les 
phénomènes inflammatoires comme, par exemple, la septicémie. Le développement par le 
laboratoire du Dr. Philippe Lassalle d’anticorps monoclonaux anti-endocan a permis 
d’engager plusieurs pistes de recherche pour mieux connaître ce nouveau PG. Tout d’abord, 
grâce à ces anticorps spécifiques, une méthode de dosage par ELISA a été mise au point par 
ce même laboratoire. Après transfert de ces outils chez Endotis Pharma, ce dosage ELISA 
devait être perfectionné pour devenir un kit standardisé de dosage d’endocan. Dans le cadre 
d’une éventuelle mise sur le marché de ce kit, il était important de caractériser plus 
précisemment ces anticorps et notamment de connaître leur affinité, non déterminée au 
commencement de mon travail de thèse.  
Par ailleurs, certains anticorps apparaissaient comme potentiellement thérapeutiques. En 
effet, chez des souris ayant reçu des cellules tumorales modifiées pour surexprimer endocan, 
ces anticorps étaient capables de réduire les tumeurs formées (Scherpereel et al., 2003). Dans 
ce cadre d’applications, il était donc également très important d’évaluer l’affinité pour 
l’endocan de ces anticorps potentiellement thérapeutiques.  
En plus du fait qu’endocan est clairement surexprimé dans certains types de cancers (Pour 
revue, voir Sarrazin et al., 2006), il a été montré in vitro que sa chaîne oligosaccharidique a 
une influence sur l’activité de facteurs tumoraux comme le HGF/SF (Béchard et al., 2001). 
Cela nous a donc logiquement conduit à évaluer les interactions potentielles qu’endocan 
pouvait avoir avec d’autres molécules impliquées dans les évènements cancéreux ou au cours 
de l’inflammation. 
 
3.1. ETUDE D’INTERACTION ENTRE ENDOCAN ET DES ANTICORPS 
 
L’étude de l’affinité de certains anticorps pour l’endocan a été réalisée par résonance 
plasmonique de surface (SPR) soit en cuvette avec un biosenseur IAsys, soit en flux continu 
avec un Biacore. J’ai eu en effet la chance de pouvoir tester et, dans une certaine mesure, 
comparer, les deux systèmes de biosensors développés pour les études d’interactions les plus 
performants sur le marché. Les différents instruments Biacore (manuel, automatisé) sont 
utilisés depuis plusieurs années maintenant par le Dr Hugues Lortat-Jacob et son équipe 
(Grenoble). J’ai bénéficié d’une bourse de voyage internationale de l’ANRT pour effectuer un 
stage dans le laboratoire de Pr David Fernig (Liverpool) qui possède de son côté les différents 
instruments manuels comme automatisés mais développés par Iasys/Farfield. 
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3.1.1. Utilisation du système à résonance plasmonique de surface en cuvette : le 
biosensor IAsys 
 
3.1.1.1. Matériel et méthodes 
 
Biotinylation d’endocan par sa chaîne de DS : oxydation au périodate puis ajout de la biotine 
par le groupement hydrazide 
Pour ces expériences, 100 µL d’endocan à 187 µg/mL ont été utilisés. Le périodate de 
sodium (NaIO4) est ajouté (200 µL à 1 M) au PG pour une concentration finale de 660 mM. 
La réaction se fait dans le noir, à 37°C, pendant une heure. Le périodate est séparé de 
l’endocan à l’aide d’une filtration sur gel de type G25 équilibrée en PBS. Les fractions 
contenant l’endocan sont rassemblées (2,4 mL). 30 µL d’une solution de 
biotin(LongArm)hydrazide (Vector) dissoute à 25 mM dans du DMSO sont ajoutés. La 
réaction est concentrée sous vide (speed-vac) jusqu’à obtenir un volume  de 200 µL. 10 µL de 
la solution de biotine sont de nouveau ajoutés pour une incubation toute la nuit à température 
ambiante. L’endocan biotinylé est dessalé par gel filtration sur une G25. Les fractions 
contenant l’endocan biotinylé sont concentrées sous vide (speedvac) jusqu’à un volume de 
100 µL. 
Préparation d’une surface streptavidine et immobilisation de l’endocan biotinylé 
Les cuvettes IAsys sont composées de deux canaux. La surface de chaque canal est 
couverte d’aminosilane qui est activé par 3 fois 50 µL de cross-linker BS3 
(BisSulfosuccinimidyl Suberate) à 1 mM. La streptavidine (2,5 mg/mL finale dans 40µL de 
tampon NaPi pH 7.7) est alors ajoutée pour être capturée par ses groupements amines. 600 
arcs de streptavidine sont alors immobilisés. L’aminosilane activé est désactivé par ajout 
d’une solution de 2 M Tris. Après avoir vérifié que les anticorps ne se fixent pas de manière 
non spécifique à la surface de streptavidine, l’endocan biotinylé est ajouté (2 fois 50 µL). 
Interaction avec les anticorps et mesure d’affinités 
Les anticorps sont préparés à une concentration 5X dans un tampon PBS avec du Tween  
à 0,02 % (PBST). Pour chaque mesure d’interaction, 10 µL d’anticorps sont ajoutés à 40 µL 
de PBST. Une fois l’état d’équilibre atteint (après 4 minutes environ), la cuvette est vidée puis 
rincée 3 fois avec 50 µL de PBST. La dissociation est ensuite observée durant environ 4 
minutes. La surface est régénérée avec 3 fois 50 µL de NaCl 1,5 M / NaOH 20 mM. La valeur 
des affinités est estimée selon deux méthodes : soit par la valeur du Bmax à l’équilibre pour  
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Figure 29a: Mesure de la constante d’affinité de l’interaction entre l’endocan et 
un anticorps (EP208-003) par le système IAsys en utilisant la valeur du Bmax
A : Le graphique montre la phase d’association jusqu’à l’équilibre, d’une gamme de concentration 
d’anticorps EP208-003 (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 µM)  avec l’endocan immobilisé via sa 
chaîne de DS biotinylée sur une surface de streptavidine.
B : Le graphique représente la valeur du Bmax (réponse de fixation maximale pour une concentration 
donnée) pour chaque concentration en anticorps mis en présence de l’endocan dans la cuvette. De cette 
manière, en utilisant la méthode de Scatchard, le logiciel FastFit peut donner une valeur du Kd. Dans 
cette exemple il est de 2.3.10-6 ± 3.3.10-7 M.
A B
Interactions non intégrable.EP236
1.43602e-006 ±2.93903e-007EP221
1.9029e-006 ±3.07725e-007EP208-005
1.89058e-006 ±7.29107e-007EP208-004
2.3063e-006 ±3.33794e-007EP208-003
Kd par BmaxAnticorps
Figure 29b: Tableau récapitulatif des Kd
calculés par la méthode de Scatchard en 
IAsys pour les anticorps anti-endocan 
EP208 et EP221
Les sensorgrammes obtenus pour l’anticorps EP236 
n’ont pas donné de résultats intégrables. Pour les 
trois lots d’anticorps EP208 et pour l’EP221, les Kd
calculés par cette méthode sont de l’ordre de 2 µM.
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plusieurs concentrations en anticorps (Scatchard), soit en intégrant les phases d’association et 
de dissociation pour obtenir les valeurs cinétiques de l’interaction (kasso et kdisso), et ainsi 
donner une constante d’affinité sachant que Kd=(kdisso/kasso). L’interprétation des signaux 
d’interactions a été réalisée par le logiciel FastFit (Affinity Sensors).  
 
3.1.1.2. Résultats 
 
Dans ce travail de mesure des interactions entre endocan et les anticorps via le biosensor 
IAsys, cinq anticorps ont été étudiés : les anticorps EP208, EP214, EP215, EP221, et EP236. 
Pour l’anticorps EP208, trois lots étaient disponibles. L’immobilisation d’endocan sur la 
surface d’amilosilane a été réalisée via le DS de l’endocan laissant ainsi libre la partie 
protéique. Afin de valider les données obtenues, deux méthodes pour mesurer le Kd de 
l’interaction de chaque anticorps avec l’endocan ont été utilisées. La première méthode 
consiste à mesurer le Bmax de l’interaction (soit la valeur maximale du signal d’interaction 
pour une concentration donné en anticorps). En travaillant avec plusieurs concentrations 
d’anticorps par la méthode de Scatchard, utilisant le Bmax obtenu pour chacune des 
concentrations en anticorps, le Kd peut alors être calculé. La seconde méthode consiste à 
mesurer les constantes cinétiques d’association et de dissociation et de réaliser le rapport 
permettant d’obtenir une constante d’affinité. D’une manière générale, les anticorps EP214 et 
EP215 n’ont donné aucun signal d’interaction, cela sera discuté plus loin.  
 
Mesure du Kd par la méthode de Scatchard  
Sur la Figure 29a sont montrés les signaux d’interaction ainsi que l’intégration des Bmax 
en fonction des concentrations en anticorps du lot EP208-003. Le tableau de la Figure 29b 
rassemble les Kd calculés selon les anticorps ou encore selon les lots d’anticorps EP-208. 
D’une manière générale, pour les anticorps EP208 (3 lots) et EP221, les affinités mesurées 
sont de l’ordre du micromolaire ce qui ne correspond pas à ce que l’on peut attendre d’un 
anticorps de haute affinité. Les interactions observées pour l’anticorps EP236 n’ont donné 
aucun signal interprétable. 
 
Mesure du Kd par les constantes cinétiques d’association et de dissociation 
Afin de valider les affinités obtenues par la méthode de Scatchard, le Kd des interactions a 
été évalué en mesurant les constantes d’affinités cinétiques que sont la constante d’association 
(kasso) et la constante de dissociation (kdisso). La valeur du Kd est, de cette manière, calculée  
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incalculablePas de données 0,0449EP236
112,9 µM4200,0474EP221
58,3 µM7980,0465EP208-005
49,6 µM9100,0415EP208-004
29,7 µM13920,0414EP208-003
KdKassoKdissoAnticorps
Figure 30: Calcul du Kd par les constantes cinétiques kasso et kdisso
A: Sensorgramme type d’une interaction entre un anticorps et endocan obtenu par le 
système SPR IAsys.
Ce sensorgramme permet de calculer à l’aide du logiciel FastFit les constantes cinétiques 
d’une interaction. La phase d’association utilisée pour le calcul de la constante d’association 
est contenue dans la partie grise, de même pour la constante de dissociation calculée à
partir du signal de dissociation contenu dans la partie bleue.
B: Tableau récapitulatif des valeurs de constante d’association et dissociation 
mesurées (moyenne de deux gammes de huit concentrations) pour chaque anticorps, et 
permettant de calculer le Kd de l’interaction.
Comme lors de l’utilisation de la méthode de Scatchard, les sensorgrammes obtenus pour 
l’anticorps EP236 ne permettent pas de calculer un kasso et donc un Kd. 
A
B
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comme étant le rapport de kdisso/kasso. La Figure 30A montre les différentes phases de 
l’interaction, et le tableau de la Figure 30B récapitule les valeurs obtenues pour chaque 
anticorps. Avec cette méthode, les Kd obtenus pour les anticorps EP208 et EP221 sont de 
l’ordre de quelques dizaines de micromolaire.  
 
3.1.1.3. Discussion 
 
Comme on vient de le voir, caractériser une interaction entre un anticorps et un 
protéoglycanne n’est pas aussi simple que cela pourrait l’être avec une simple protéine sans 
aucune chaîne de GAG. Les résultats obtenus en utilisant le système SPR IAsys n’ont pas été 
satisfaisants. En effet, pour l’anticorps EP208 (potentiellement thérapeutique selon les 
données publiées chez la souris), un Kd de l’ordre de 2 µM a été mesurée par la méthode de 
Scatchard. En se servant de la méthode des constantes cinétiques, un Kd de l’ordre de 30 à 60 
µM a pu être mesuré. Les trois lots d’anticorps EP208 testés ont donné des résultats similaires 
et ce quelque soit la méthode de mesure du Kd utilisée. Pour l’anticorps EP221, la méthode de 
Scatchard donne un Kd de l’ordre de 1,5 µM alors que l’interprétation des constantes 
cinétiques permet d’estimer le Kd à environ 110 µM. Pour l’anticorps EP236, seule la 
constante de dissociation a pu être mesurée. Elle correspond à celle observée pour les deux 
autres anticorps. En revanche, aucune constante d’association n’a été obtenue. Les 
expériences de Scatchard n’ont également pas donné de résultats interprétables. Ainsi, aucun 
Kd pour cet anticorps n’a pu être attribué. Egalement, pour les anticorps EP214 et EP215, 
(utilisés pour le développement du kit de dosage d’endocan circulant) aucun signal 
d’interaction avec l’endocan n’a pu être observé par cette méthode. Or, en règle générale, les 
anticorps monoclonaux de forte affinité ont des affinités pour leur antigène de l’ordre du 
nanomolaire. 
D’une manière générale, les résultats sont homogènes et clairement reproductibles puisque 
les trois lots d’anticorps EP-208 ont donné des résultats similaires. L’anticorps EP221 donne 
également des résultats proches de ceux obtenus pour EP208 et la constante de dissociation 
obtenue pour l’anticorps EP236 est semblable à celles obtenues pour les autres anticorps. 
Malgré tout, ces résultats semblent traduire le côté artéfactuel induit par le système mis en 
place et par l’outil de mesure qu’est le système SPR IAsys dont les interactions sont réalisées 
en cuvette fermée et sous agitation. Afin d’appréhender visuellement le système qui a été 
utilisé pour ces expériences, la Figure 31 a pour but de mettre à l’échelle les différentes 
molécules utilisées, et d’évaluer ainsi les artéfacts qui ont pu être créés. Une telle  
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Figure 31: Schéma représentant le système mis en place dans la cuvette IAsys
pour mesurer des interactions entre l’endocan et les différents anticorps 
monoclonaux anti-endocan
Sur une surface d’aminosilane, la streptavidine est immobilisée. L’endocan biotinylé par sa chaîne 
oligosaccharidique est capturé par la streptavidine. Le système représenté prend en compte que le core 
protéique d’endocan est plutôt globulaire, que les chaînes d’endocan font 40 KDa, qu’un disaccharide fait 
450 Da et que la longueur d’un disaccharide et de 0,8 nm. 
= encombrement stérique 
hydrodynamique
Core
protéique Chaîne de DS (40 kDa)
Endocan
= anticorps
= monomère de 
streptavidine
Streptavidine
10 nm max
Aminosilane
Endocan (core 
protéique)
5 à 8 nm max
Anticorps
15 à 20 nm 
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représentation indique qu’il est fort probable que la mauvaise affinité mesurée des anticorps 
anti-endocan soit directement liée à la mauvaise accessibilité du PG dans le système 
expérimental que nous avons créé. En effet, il pourrait exister un encombrement stérique 
hydrodynamique dû aux chaînes de DS assez important, rendant aux anticorps, l’accès au core 
protéique difficile. 
 Par ailleurs nous savons que la partie N-terminale de l’endocan à un pI assez élevé. A pH 
neutre, cette région est donc susceptible d’interagir directement avec la chaîne DS de 
l’endocan. La fixation du corps protéique d’endocan sur l’endocan immobilisé a d’ailleurs été 
observée (résultats non montrés). Or, l’anticorps monoclonal EP215 est spécifique de la 
région N-terminale de l’endocan. Le fait que cet anticorps ne puisse pas se fixer à son épitope 
est peut-être le signe d’une inaccessibilité causée par une interaction ″inter-endocan″. 
Concernant l’anticorps monoclonal EP214 spécifique de la région C-terminale, il est probable 
que la séquence reconnue par cet anticorps soit perdue lors de la biotinylation de l’endocan. 
En effet, lors des expériences de spectrométrie de masse réalisées pour caractériser le core 
protéique d’endocan, il s’est avéré que du côté C-terminal, le fragment 160-165 était 
extrêmement sensible à la dégradation et qu’une incubation de 48 heures à 37°C pouvait 
altérer l’intégrité du core protéique dans cette région. Or, ce fragment fait partie de l’épitope 
d’EP214 qui se trouve du côté C-terminal, sa dégradation expliquerait l’absence d’interaction 
de cet anticorps pour l’endocan immobilisé. 
 
3.1.2. Mesure d’affinité entre des anticorps et l’endocan en temps réel et en flux 
continu : utilisation du Biacore 
 
Comme le système IAsys, le Biacore est un appareil capable de mesurer en temps réel 
l’interaction entre des molécules grâce à la technologie de résonance plasmonique de surface 
(www.Biacore.com). A la différence du IAsys, pour le Biacore, l’interaction d’un analyte en 
solution avec un ligand immobilisé sur une surface se fait en flux continu. De cette manière, 
l’affinité de trois anticorps monoclonaux (EP208, EP214 et EP236) pour la molécule 
d’endocan a été mesurée. 
 
3.1.2.1. Matériel et méthodes 
 
Immobilisation des anticorps 
Les expériences ont été réalisées sur un Biacore 3000 en utilisant les 4 canaux d’une 
sensorchip CM4 (Biacore). Les anticorps EP208, EP214 et EP236 ont été immobilisés sur  
  253
Figure 32: Mesures d’interactions entre endocan et les anticorps anti-endocan par 
Biacore
A : Sensorgramme obtenu lors du passage de différentes concentrations (2,5  1,25  0,625  0,3125  
0,15625  0,0781  0,039  0,01950 µM) d’endocan sur les anticorps EP208 (haut), EP214 (milieu) ou 
EP236 (en bas) immobilisés (20000 RU) sur une sensorchip biacore de type CM3.
B : Représentation de Scatchard qui pour chaque concentration en endocan passé sur les anticorps 
immobilisés, retranscrit le taux d’endocan fixé par rapport à la concentration utilisée en fonction du taux 
d’endocan fixé (fixé/libre= f(fixé)).
0
300
600
900
0 50 100 150 200 250 300
0
700
1400
2100
0 50 100 150 200 250 300
-200
0
200
400
600
800
1000
1200
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time s
R
es
po
ns
e
RU
-200
0
200
400
600
800
1000
1200
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time s
R
es
po
ns
e
RU
-200
0
200
400
600
800
1000
1200
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time s
R
es
po
ns
e
RU
0
300
600
0 50 100 150 200 250
EP208
EP236
EP214
Fixé (RU)
Fi
xé
(R
U
)/
 L
ib
re
 (
M
)
A B
  254
trois des canaux, le dernier canal étant réservé au témoin négatif, où seul un traitement 
EDC/NHS est effectué. Le tampon HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 
0,05 % de détergent P20, pH 7.4) est utilisé pour l’ensemble de ces expériences. A un débit de 
5 µL/min, et une température fixe de 25°C, la surface de la sensorchip est activée avec 50 µL 
d’un mélange contenant 0,2 M 1-ethyl-3-(dimethylaminopropyl)carbodiimine (EDC) et 0,05 
M de N-hydroxy-sulfosuccinimide (NHS). 50 µL d’anticorps (50 µg/mL dans 10 mM de 
tampon acétate, pH 5) sont injectés à un débit de 10 µL/min. De cette façon, environ 20 000 
RU d’anticorps ont été immobilisés. Les groupements NHS qui n’ont pas réagi sont bloqués 
par 50 µL d’éthanolamine 1 M (pH 8.5) à 5 µL/min.  
 
Mesure de l’interaction entre endocan et les anticorps immobilisés, et calcul de l’affinité 
Dans le but d’obtenir une mesure de l’affinité entre endocan et les anticorps immobilisés 
sur la surface CM4, une gamme de concentration d’endocan est réalisée. Ainsi, 200 µL 
d’endocan (100 à 0,39 µg/mL, dilution de 2 en 2), sont injectés à un débit de 15 µL/min. Le 
temps de dissociation est fixé à 240 secondes, ensuite, 150 µL de SDS 0,1 % suivis de 50 µL 
de glycine-HCl 10 mM pH 1.85 sont utilisés à un débit de 50 µL/min pour régénérer la 
surface.  
A l’équilibre, le taux d’endocan fixé (bound) est mesuré pour chaque concentration 
utilisée d’endocan. Grâce à la méthode de Scatchard, le Kd de l’interaction à l’équilibre est 
défini comme suit : (Bound/Free = -Bound/Kd + No/Kd ; "Bound" correspond à la réponse de 
résonance à l’équilibre (RU), "Free" correspond à la quantité d’endocan passée sur la surface 
(nM) et No correspond au nombre de site). En traçant ″endocan fixé/endocan libre″ en 
fonction de la quantité fixée, pour plusieurs concentrations en endocan, on obtient une droite, 
dont la valeur absolue de l’inverse de la pente nous donne le Kd à l’équilibre. 
 
3.1.2.2. Résultats 
 
Après avoir immobilisé les anticorps sur une surface Biacore (20000 RU), différentes 
concentrations d’endocan (2,5  1,25  0,625  0,3125  0,15625  0,0781  0,039  0,0195 µM) ont 
été injectées sur la surface. La Figure 32A montre les sensorgrammes d’interaction obtenus. 
En prenant le taux d’endocan fixé aux anticorps à l’état d’équilibre pour chaque concentration 
d’endocan, par la méthode de Scatchard, un Kd peut être calculé. La Figure 32B montre pour 
chaque anticorps, les représentations de Scatchard, à savoir le taux d’endocan fixé, par rapport 
au taux d’endocan libre en fonction du taux d’endocan fixé. Les tracés obtenus se 
décomposent pour chaque anticorps en deux parties linéaires en fonction des concentrations 
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d’endocan utilisées. Pour les concentrations en endocan les plus faibles (0,0195 à 0,15625 
µM), la valeur absolue de la pente du segment obtenu est largement plus importante que celle 
du segment obtenu pour les concentrations les plus fortes. Cela doit être dû à des interactions 
non spécifiques qui viennent s’ajouter pour les trop fortes concentrations. Le Kd correspond 
alors à la valeur absolue de l’inverse de la pente (Kd=-1/pente) pour le segment des plus 
petites concentrations. Les Kd calculés pour chaque anticorps sont de 78 nM pour EP208, 19 
nM pour EP214 et 26 nM pour EP236. 
 
3.1.2.3. Discussion 
 
La mesure d’affinité entre endocan et des anticorps monoclonaux en cuvette (IAsys) a 
donné des valeurs qui semblaient être dépendantes du système de mesure mis en place. Le 
Biacore à l’avantage d’être un système moins statique puisque l’interaction se fait en flux 
continu. Ainsi son utilisation a permis de donner des valeurs certainement plus proches de la 
réalité. De plus, contrairement à ce qui avait été mis en place pour le IAsys, ce sont les 
anticorps qui ont été immobilisés (20000 RU) et l’endocan a été ajouté comme analyte. 
Différentes concentrations d’endocan ont été passées sur la surface possédant les trois 
anticorps. En utilisant la méthode de Scatchard, les affinités des anticorps EP208, EP214 et 
EP236 pour l’endocan mesurées sont respectivement 78, 19 et 26 nM. La fixation d’endocan 
sur la surface puis le passage des anticorps en solution, à différentes concentrations a 
également été testée par la technique du Biacore. Il s’est avéré que, dans ce cas de figure, 
aucune dissociation n’a pu être observée.  
Ainsi, pour mesurer par Biacore l’affinité d’un anticorps pour endocan et, peut-être pour 
d’autres PGs, la méthode la plus appropriée semble être celle où les anticorps sont 
immobilisés sur la surface.  
Cette méthode de fixation d’endocan à la surface n’a pas été testée avec le système IAsys, 
la comparaison avec les résultats obtenus en Biacore ne peut donc pas être faite. 
 
3.2. ETUDE D’INTERACTIONS ENTRE ENDOCAN ET DES MÉDIATEURS 
BIOLOGIQUES 
 
3.2.1. Introduction  
 
Du fait de la surexpression d’endocan dans certains types de cancers et lors des processus 
inflammatoires (Scherpereel et al., 2003 ; 2006 ; Lassalle et al., 2006 ; Sarrazin et al., 2006), il 
apparaîssait intéressant d’évaluer l’effet que peut avoir ce PG sur les principaux médiateurs 
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impliqués dans de tels processus. Ce travail avait été en quelque sorte initié par l’étude de 
l’effet de l’endocan sur le HGF/SF (Béchard et al., 2001a).  
 
3.2.2. Matériel et méthodes 
 
GMSA : Gel mobility shift assay ou "retard sur gel d’agarose" 
 
Cette méthode est essentiellement inspirée de celle décrite par Wu et al. (2002) et Holmes 
et al., (2007). Elle a été adaptée par le Dr Malcolm Lyon pour des applications concernant les 
interactions entre les GAGs et leurs médiateurs (Lyon et al., 2004). Brièvement, la chaîne de 
DS radiomarquée (3H) d’endocan provenant de cellules HUVEC ou de cellules HEK293 est 
mise en présence (ou non pour le témoin) de facteurs de croissance (FGF-2, HGF/SF) ou de 
cytokines (SDF-1α, IFNγ), pendant 15 minutes à température ambiante, à la concentration 
indiquée dans les légendes des figures, dans un volume total de 7 µL de PBS contenant 25 % 
de glycérol. Les échantillons sont ensuite déposés dans les puits d’un gel d’agarose 1 % (w/v). 
La migration des échantillons dans le gel est réalisée dans un système d’électrophorèse 
horizontal de type Bio-Rad Sub-Cell GT dans un tampon de migration contenant 1 mM 
d’EDTA, 40 mM Tris / acide acétique, pH 8.0. Dès la migration terminée, pour chaque ligne 
de migration, le gel est découpé tous les demi centimètres. Chaque fragment de gel est placé 
dans un eppendorf contenant du PBS pour être fondu à 50°C. La radioactivité (3H) contenue 
dans chacun des fragments est alors mesurée par scintillation. 
 
Biacore 
Préparation des surfaces contenant l’endocan, le core protéique d’endocan, la chaîne DS 
d’endocan 
Les expériences sont réalisées sur un Biacore 3000, sur une sensorchip CM4 (Biacore). 
L’endocan, le core protéique d’endocan et les chaînes DS issues d’endocan ont ainsi été 
immobilisés sur trois canaux différents, et le quatrième et dernier canal est réservé au témoin 
négatif, où seul le traitement EDC/NHS est effectué. 
Le tampon HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,05 % de détergent 
P20, pH 7.4) est utilisé. A un débit de 5 µL/min et une température fixe de 25°C la surface de 
la sensorchip est activée avec 50 µL d’un mélange contenant 0,2 M 1-ethyl-3-
(dimethylaminopropyl)carbodiimine (EDC) et 0,05 M de N-hydroxy-sulfosuccinimide (NHS). 
150 µL d’endocan, core protéique d’endocan ou NH2-DS d’endocan (30 µL CTAB 6mM + 
120 µL endocan 680 µg/mL) sont préparés pour une injection de 100 µL. Les groupements  
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Figure 33: Utilisation de la méthode de GMSA pour visualiser 
l’interaction entre le HGF/SF et la chaîne DS d’endocan
A : L’endocan (225 ng) radiomarqué, produit par les cellules HEK293 ou 
HUVEC à été mis en présence ou non d’un excès d’HGF/SF (8 µg) pendant 15 
min avant d’être déposé sur le gel d’agarose (1 %) utilisé pour le GMSA. Le 
graphique représente la mesure de la radioactivité tout au long du gel 
d’agarose (la migration se fait de gauche à droite). Les échantillons suivants 
ont subit la migration : bleu = endocan produit en HEK293; bleu pointillé = 
endocan HEK293 + HGF/SF ; rose = endocan produit en cellules HUVEC; rose 
pointillé = endocan HUVEC + HGF/SF.
B : L’endocan d’HUVEC (500 ng) à été mis en présence d’une gamme de 
d’HGF/SF (0; 0,5; 1; 5; 10; 20 µg) pendant 15 min avant d’être déposé sur le gel 
d’agarose utilisé pour le GMSA. Le graphique représente la mesure de la 
radioactivité tout au long du gel d’agarose (la migration se fait de gauche à
droite). 
Migration
Migration
A
B
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NHS qui n’ont pas réagi sont bloqués par une injection à un débit de 5 µL/min  de 50 µL 
d’éthanolamine 1 M (pH 8.5). 
 
Criblage de différents facteurs dont l’interaction avec endocan, son core protéique ou sa 
chaîne de DS a été évaluée 
Le criblage des protéines pouvant potentiellement lier l’endocan (HGF/SF, VEGF165, 
SDF-1β, RANTES, MCP1, MIP1α, MCP2, PF-4, IP10, MIP3α, GRO/MGSA, IGF-1, IFNγ, 
KGF, SDF-1α, FGF2, TNFα (Preprotech)) a été fait à 200 nM. Pour cela, 150 µL de protéine 
ont été injectés à un débit de 30 µL/min sur les surfaces contenant l’endocan, le core 
protéique uniquement ou la chaîne DS d’endocan uniquement. La dissociation a été observée 
pendant 240 secondes. La surface a ensuite été régénérée avec une solution de 1,5 M NaCl, 20 
mM NaOH. 
Pour déterminer l’affinité de certains facteurs liant endocan, une gamme de concentration de 
protéines (de 200 à 0 nM) a été injectée dans les mêmes conditions. 
 
3.2.3. Résultats 
 
Utilisation de la méthode de GMSA pour étudier quelques exemples d’interactions entre 
l’endocan et certains médiateurs. 
Endocan est connu depuis 2001 pour interagir avec le facteur HGF/SF directement via sa 
chaîne de DS (Béchard et al., 2001) comme cela était connu pour d’autres chaînes de DS 
(Lyon et al., 1998). Cette interaction avait donc été caractérisée par IAsys dans le laboratoire 
du Dr David Fernig (Béchard et al., 2001). Afin de vérifier que la méthode utilisée (GMSA) 
pouvait fonctionner avec la chaîne DS d’endocan radiomarquée obtenue chez les cellules 
HUVEC ou des cellules HEK293, les premiers essais ont été réalisés entre le HGF/SF et la 
chaîne DS d’endocan. Grâce à cette méthode qui a déjà été utilisée pour démontrer 
l’interaction d’HGF/SF avec les GAGs de type DS (Lyon et al., 2004), il a été possible de 
montrer que l’endocan, produit par les cellules HEK293 ou HUVEC, est capable de fixer le 
facteur HGF/SF (Figure 33A). Même si cette méthode ne permet pas de calculer de manière 
précise des affinités entre les deux molécules, elle est tout de même dépendante des quantités 
mises en présence (Figure 33B).  
De même, pour les médiateurs tels que le FGF-2, l’IFNγ ou le SDF-1α, la méthode de 
GMSA a été utilisée pour avoir un aperçu des interactions potentielles qu’il pouvait y avoir 
avec la chaîne DS de l’endocan produit par les HUVEC (Figure 34). Les protéines FGF-2 et  
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Figure 34: Utilisation de la méthode de 
GMSA pour visualiser l’interaction entre la 
chaîne DS d’endocan produit par les HUVECs
et les facteurs FGF-2, SDF1α, et IFNγ
La chaîne DS d’endocan radiomarquée, produit par les 
cellules HUVEC à été mise en présence (courbes roses) 
ou non (courbes bleue) de médiateurs tels que le FGF-2 
(A), l’IFNγ (B) et le SDF1α (C). Le graphique représente 
la mesure de la radioactivité tout au long du gel 
d’agarose (la migration se fait de gauche à droite). 
  260
IFNγ ont permis d’induire un retard évident dans la migration de la chaîne DS d’endocan. Une 
interaction entre les deux molécules est donc clairement probable. En revanche, le SDF-1α a, 
lui, donné un signal moins facilement interprétable, puisque deux positions de migration, 
différentes de la migration de la chaîne seule, ont été observées (Figure 34C). Il est difficile 
d’identifier ces deux spots de migration ainsi créés. Comme le SDF-1α est connu pour 
dimériser en présence d’HS (Sadir et al., 2001 ; Veldkamp et al., 2005), cela pourrait rendre 
compte de nos résultats sans qu’il soit en l’état possible de l’affirmer. 
 
Utilisation du Biacore pour évaluer les interactions entre des médiateurs et endocan 
Après avoir mis en évidence que l’endocan était capable de lier des facteurs de croissance 
aussi importants que le HGF/SF (Béchard et al., 2001), le criblage de plusieurs autres 
protéines a été entrepris par Biacore. Dans cette étude, le but était également de mettre en 
évidence qui de la chaîne oligosaccharidique ou du corps protéique était impliqué dans ces 
interactions potentielles. Après de nombreux essais de mise au point et d’optimisation, 
l’endocan, son corps protéique et même sa chaîne DS ont pu être immobilisés sur des 
sensorchips Biacore. La méthode d’immobilisation via le détergent ″CTAB″ utilisée est 
originale, puisqu’elle n’a été développée qu’à partir de 2004-2005, pour l’immobilisation de 
fragments d’ADN. L’intérêt de ce détergent cationique est de masquer les charges négatives 
trop importantes, comme celles que l’on peut trouver sur l’ADN et bien sûr les GAGs, et ainsi 
d’augmenter le rendement de couplage sur la surface, elle-même anionique. 
Le tableau de la Figure 35A liste l’ensemble des facteurs testés jusqu’à présent, à une 
concentration de 200 nM. Les médiateurs comme MCP1, MIP1α, IP10, MIP3α, 
GRO/MGSA, IGF-I, SDF-1α et TNFα ne semblent pas interagir avec l’endocan. En 
revanche, VEGF, SDF-1β, RANTES,  MCP2, PF-4, IFNγ, KGF (FGF-7), FGF-2 et bien 
entendu HGF/SF sont des médiateurs qui affichent clairement une réponse correspondant à 
leur liaison avec l’endocan. Le FGF-2 et le FGF-7 (KGF) sont les deux seuls facteurs qui 
donnent un signal non spécifique détectable sur la piste contrôle. Le résultat inattendu qui 
peut être observé (sauf dans le cas de HGF/SF) est la liaison insoupçonnée de ces médiateurs 
avec le core protéique d’endocan. Pour l’instant, aucune explication ne peut être donnée 
concernant cette observation et d’autres travaux devront être effectués. 
 
Mesure de l’affinité des facteurs liant endocan 
Parmi les protéines que nous avons criblé, nous avons selectionnné celles qui liaient 
l’endocan à 200 nM pour étudier leur affinité. Pour ce faire, une gamme de concentration de 
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Figure 35A: Tableau récapitulatif du criblage de 
médiateurs testés dans l’interaction avec endocan, son 
core protéique ou sa chaîne de DS par Biacore
Si une interaction a été observée entre les ligands et les analytes un 
‘’OUI’’ apparaît dans la case correspondante.
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protéine est passée en Biacore sur les surfaces où l’endocan, son core protéique et la chaîne de 
DS d’endocan ont été préalablement immobilisés. A l’équilibre, la valeur de la réponse 
d’interaction (RU) correspond à la quantité de protéine qui a interagi. Par la méthode de 
Scatchard, le Kd de l’interaction peut alors être évalué. En utilisant cette méthode, l’affinité 
de liaison a pu être calculée sur deux des huit protéines criblées. De cette manière, le Kd de 
l’interaction d’endocan (PG entier) avec HGF/SF a été évalué à 0,5 nM et avec IFNγ à 11 nM 
(Figure 35B). Pour les autres protéines, plus la concentration utilisée est élevée, plus le signal 
d’interaction est fort. Cependant, les signaux obtenus n’étaient ni interprétables par les 
logiciels Biacore, ni même par la méthode de Scatchard.  
 
3.2.4. Discussion 
 
Il a déjà été montré que, via sa chaîne de DS, l’endocan est capable d’interagir et, de ce 
fait, influencer l’activité d’un facteur de croissance, le HGF/SF (Béchard et al., 2001). Nos 
résultats ont montré l’existence d’interactions possibles entre la chaîne DS d’endocan et le 
HGF/SF, le FGF-2 et l’IFNγ tout d’abord par la méthode GMSA. En revanche, concernant 
l’interaction avec le SDF-1α, le profil de migration GMSA pouvait être questionné, comme 
l’ont confirmé nos études par Biacore. La méthode GMSA est une méthode très consomatrice 
en protéines recombinantes et n’est finalement que globalement peu informative sur les 
valeurs biochimiques de l’interaction. Le Biacore est clairement un moyen plus confortable 
pour l’étude des interactions protéine-GAG bien que l’immobilisation du PG tel qu’endocan à 
la surface des sensorchips Biacore a nécessité beaucoup d’efforts et de mise au point. 
Plusieurs méthodes ont ainsi été testées comme la biotinylation sur le core protéique ou sur les 
chaînes de DS, pour une immobilisation sur une surface steptavidine. Différents types de 
surface ont été utilisés, avec ajout ou non de contres ions limitant ainsi l’hydrodynamicité de 
la longue chaîne de DS portée par le PG. Après de nombreux échecs, l’endocan a pu être 
immobilisé sur les surfaces par un couplage direct (EDC/NHS) en utilisant un détergent 
cationique particulier, le CTAB, utilisé à la base pour immobiliser des fragments d’ADN. De 
cette manière, le criblage de différents médiateurs a pu être effectué.  
Parmi les médiateurs criblés, ont été sélectionnés des facteurs de croissance, des cytokines 
ou chimiokines importants dans les phénomènes inflammatoires ou dans le développement 
tumoral. Les chimiokines jouent un rôle dans la migration cellulaire, lors de l’inflammation 
ou d’une réponse immunitaire, en recrutant, soit dans le torrent circulatoire, soit dans les 
tissus environnants, les cellules spécialisées ou participant à ces phénomènes. Les 
chimiokines qui ont été criblées pour une éventuelle liaison avec l’endocan sont MCP1,  
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Figure 35B: Mesure d’interactions entre HGF/SF, IFNγ et endocan et/ou le core 
protéique d’endocan par Biacore
a : Représentation de Scatchard des données obtenues pour l’interaction entre le HGF/SF et l’endocan. 
Le Kd de l’interaction à l’équilibre calculé de cette manière est de 0,5 nM. Aucune interaction sur la piste 
où seul le core protéique a été immobilisé n’a été observée.
b : Représentation de Scatchard des données obtenues pour l’interaction entre L’IFNγ et l’endocan 
(bleu) ou son core protéique (rose). L’interaction entre l’endocan et IFNγ donne une représentation de 
Scatchard qui possède deux ségments de pentes différentes selon la concentration en IFNγ utilisée. Le 
Kd calculé à partir du segment le plus pentu ([IFNγ] = 3,125 à 25 mM) est de 11 nM.
a
b
12,5 ; 25 ; 50 nM
6,25 nM
3,125 nM
1,56 nM
0,78 nM
0,39 nM
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MCP2, MIP1α, MIP3α, IP10, GRO/MGSA, PF-4, RANTES et SDF-1α et β. Ces 
chimiokines sont souvent exprimées de manière non constitutive et sont généralement elles-
même sous le contrôle d’autres protéines telles que les cytokines. Les cytokines dont nous 
avons étudié l’interaction avec endocan sont  le TNFα et l’IFNγ. Ensuite, d’autres facteurs de 
croissance souvent impliqués dans le développement tumoral ont été criblés, comme le 
VEGF, le FGF-2, le FGF-7, et bien sûr l’HGF/SF utile comme témoin positif. De plus, 
comme l’endocan avait été classé comme l’IGFBP-rP6 (insulin-like growth factor binding 
protein – related protein 6) au regard de son organisation structurale (Hwa et al., 1999) et 
puisque aucune affinité pour les IGF n’avait été décrite malgré cette classification, 
l’interaction de l’IGF-1 vis-à-vis d’endocan a été étudiée. 
De ce criblage, les médiateurs tels que MCP-1, MIP1α, IP10, MIP3α, GRO/MGSA, SDF-
1α, TNFα et IGF-I ne donnent aucun signal d’interaction avec l’endocan. En revanche, les 
médiateurs suivants : VEGF , SDF-1β, RANTES, MCP-2, PF-4, IFNγ, KGF (FGF-7), FGF-2 
et HGF/SF ont tous donné un signal d’interaction avec l’endocan ou sa chaîne de DS 
immobilisée. Ces résultats sont en accord avec la littérature. MCP-1 est ainsi connu pour se 
lier aux HS (Ali et al., 2001, Lau et al., 2004). Rien n’est réellement décrit pour sa liaison 
avec des DS, bien qu’une interaction avec les HS (de l’ordre du micromolaire) semble 
pouvoir être inhibée par des CS ou DS (Kuschert et al., 1999). La non-interaction avec 
l’endocan à une concentration de 200 nM n’est donc pas réellement surprenante. Le même 
genre de description peut être fait pour MIP1 alpha ou bêta (Patel et al., 2001). Dans cet 
article, il est d’ailleurs discuté que l’interaction entre MIP1-α ou MIP1-β et l’héparine peut 
être observée in vitro mais pas par immunohistochimie alors que, pour RANTES et TARC, 
elle le peut. Ils assignent cela à des salinités de mesure in vitro plus faibles que la salinité 
physiologique. L’interaction entre les facteurs MIP1-α et β et les GAGs n’est donc pas si 
claire et concorde avec nos résultats concernant endocan. De leur côté, IP10 et PF-4 semblent 
partager le même profil structural d’interaction sur les HS (Luster et al., 1995). Cependant, 
seule l’interaction du PF-4 vis-à-vis des DS a été décrite à ce jour (Cella et al., 1992 ; Petersen 
et al., 1998). Les résultats obtenus en Biacore avec endocan concordent donc avec ces 
différentes données bibliographiques. De même, Witt et Lander (1994) ont montré que PF-4 
comme GRO/GMSA étaient capables de se fixer sur des séquences différentes de l’Hp. 
Cependant pour la chimiokine GRO/MGSA, aucune donnée sur une potentielle interaction 
avec les DS n’est disponible. Rien n’est non plus disponible sur l’éventuelle interaction des 
chimiokines MCP-2 ou SDF-1β avec les DS. Concernant la chimiokine SDF-1α, l’interaction 
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avec les HS ou l’héparine a été bien caractérisée (Sadir et al., 2001 ; 2004), en revanche 
l’interaction avec les DS a été observée de manière moins évidente (Natelenbos et al., 2003). 
Ensuite, concernant les cytokines, l’interaction de l’IFNγ avec les HS a été caractérisée et 
l’interaction avec les DS observée (Lortat-Jacob et al., 1995 ; Brooks et al., 2000 ; Fukui et 
al., 2002). Pour la cytokine TNFα, son interaction avec l’Hp a été mise en évidence (Lantz et 
al., 1991) mais ne semble pas être partagée par l’ensemble des spécialistes. Enfin pour les 
facteurs de croissance tels que VEGF, FGF-2 et FGF-7 l’interaction avec les HS a été 
largement décrite (Stringer et al., 2006 ; Pye et al., 1998 ; Kreuger et al., 2005). Concernant 
leur interaction avec les GAGs de type DS, celle des FGF-2 et FGF-7 a été réalisée (Taylor et 
al., 2005, Li et al., 2007), en revanche l’interaction entre VEGF et des DS n’a pas été 
clairement mise en évidence pour l’instant. Il semble cependant que les CS/DS liant le 
VEGF165 doivent être largement sulfatés (Li et al., 2007). 
L’affinité des médiateurs liant endocan a été mesurée par la méthode de Scatchard, en 
faisant passer une gamme de concentration de médiateurs sur les surfaces. Des données 
interprétables n’ont pu être obtenues que pour les protéines HGF/SF et IFNγ pour lesquelles 
une affinité respectivement de 0,5 et 11 nM a été mesurée vis-à-vis de l’endocan dans son 
intégralité. L’affinité d’HGF/SF pour endocan avait déjà été mesurée et donnée à 3 nM 
(Béchard et al., 2001). Une autre mesure d’interaction entre HGF/SF et les DS a été faite, le 
Kd obtenu est de l’ordre de 19,7 nM (Lyon et al., 1998). En fonction de la source de DS, cette 
valeur peut, en effet, varier. Pour des DS d’ascidien, bien plus sulfatés, le Kd de l’interaction 
est par exemple d’environ 1 nM (Catlow et al., 2003). Concernant l’IFNγ, l’interaction avec 
les DS n’a pas été largement décrite, aucune valeur d’affinité n’est pour l’instant disponible et 
donc la comparaison n’est pas possible. 
De manière bien plus surprenante, pour chacun de ces médiateurs interagissant avec 
endocan ou sa chaîne de DS (sauf pour HGF/SF), une interaction avec le core protéique 
d’endocan uniquement a également été observée. Vis-à-vis du core protéique, aucune affinité 
n’a cependant pu être calculée. Les interactions observées avec le core protéique d’endocan, 
et le fait que la méthode de Scatchard ne puisse pas être appliquée correctement, posent la 
question de la spécificité des interactions observées. Il faut bien remarquer que seuls les 
médiateurs liant la chaîne de DS d’endocan fixent également le core protéique, ce qui n’écarte 
cependant pas l’hypothèse de l’interaction non-spécifique. Dans ce cas, y aurait-il sur le core 
protéique d’endocan des motifs que l’on retrouve sur la chaîne de DS qui pourraient être 
reconnus ? Les O-glycosylations mises récemment en évidence ont-elles un rôle de ce point 
de vue là? Toutes ces questions restent encore à étudier et à explorer plus profondément. 
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3.2.5. Perspectives 
 
Il apparaît clairement qu’il faut continuer ce type d’expériences afin d’améliorer les 
différentes mesures des interactions, principalement pour évaluer la spécificité avec le core 
protéique. De plus, afin de définir quelles séquences oligosaccharidiques de type DS sont 
impliquées dans les interactions, une librairie de tailles et de structures de DS d’endocan 
pourrait être constituée, et permettrait des expériences d’inhibition de l’interaction. 
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4. ETUDE FONCTIONELLE D’ENDOCAN 
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4.1. INTRODUCTION 
 
Endocan ou ESM-1 (pour Endothélial Cell Specific Molécule-1) a été défini 
originellement comme étant le produit des cellules endothéliales uniquement. Depuis peu, 
l’expression d’endocan a également été observée in vitro dans des cellules telles que les 
adipocytes (Wellner et al., 2003), les cellules de mélanomes, et certaines cellules rénales 
(Hendrix et al., 2003 ; Seftor et al., 2002 ; Ross et al., 2000 ; Abid et al., 2006). Et comme 
nous l’avons découvert au cours de notre travail, d’autres types cellulaires exprimant endocan 
restent certainement encore à découvrir.  
Initialement, Lassalle et coll. (1996) ont montré que certains facteurs pro-inflammatoires 
tels que le TNFα et l’IL-1 étaient capables d’augmenter l’expression d’endocan sur des 
cellules HUVEC. L’IFNγ, en revanche, permettait d’inhiber l’effet du TNFα. De plus, une 
étude clinique a montré que, chez les patients atteints de choc septique, le taux d’endocan 
circulant était accru de manière significative (Scherpereel et al., 2003 ; 2006). Il a également 
été montré qu’endocan inhibe l’interaction ICAM-1/LFA-1 (Béchard et al., 2001b). Tous ces 
éléments permettent de placer endocan comme un acteur potentiel dans les événements 
inflammatoires dont les fonctions sont encore peu définies. 
Récemment, il a été montré que l’expression d’endocan pouvait être augmentée par le 
VEGF. VEGF augmente également l’expression de PI3K et Hhex qui sont deux facteurs 
réprimant l’expression d’endocan (Rennel et al., 2007 ; Cong et al., 2006). Cela indique 
certainement l’existence d’une boucle de régulation d’endocan par le facteur VEGF, impliqué 
dans l’angiogenèse et donc la progression tumorale. De plus, l’injection de cellules sur-
exprimant endocan induit la formation de tumeurs (Scherpereel et al., 2003) alors que 
l’injection des mêmes cellules, exprimant uniquement le core protéique ou l’endocan muté 
dans la région riche en phénylalanines, ne permet pas la formation des tumeurs. Chez les 
patients atteints d’un cancer du poumon, le taux sérique d’endocan est anormalement élevé, 
ajoutant donc un argument supplémentaire en faveur de l’implication d’endocan dans les 
processus de tumorigenèse. 
Les résultats présentés relèvent tout d’abord d’une étude non exhaustive de lignées 
cellulaires exprimant ou non l’ARNm d’endocan ou l’endocan lui-même. Puis, dans un 
second temps, quelques résultats préliminaires concernant l’effet d’endocan sur des 
médiateurs aussi importants que l’IFNγ dans l’inflammation seront exposés. 
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4.2. CRIBLAGE DE LIGNEES CELLULAIRES EXPRIMANT OU NON 
ENDOCAN 
 
4.2.1. Matériel et méthodes 
 
Extraction d’ARN et RT-PCR  
Extraction ARN : Les ARN totaux des différentes lignées cellulaires ont été isolés selon 
le protocole d’extraction au RNAble® (Eurobio). Les cellules adhérentes sont lavées en PBS, 
séchées, puis congelées à – 80°C jusqu'à préparation des ARN. Les cellules sont ensuite 
lysées sur glace à l’aide de 1 ml de solution de RNAble®, puis le lysat ainsi obtenu est séparé 
par centrifugation, après addition de chloroforme, en une phase aqueuse (supérieure) 
contenant les ARN et une phase organique (inférieure) contenant l’ADN et les protéines. La 
phase aqueuse est récupérée et les ARN sont précipités par addition d’isopropanol. Après un 
lavage en éthanol 75 %, les ARN sont séchés par évaporation sous vide (speed-vac) puis 
resolubilisés dans de l’eau traitée au DEPC (diethylpyrocarbonnate). La pureté des ARN ainsi 
purifiés est vérifiée par mesure de l’absorbance à 260 nm et à 280 nm, et leur qualité est 
visualisée par électrophorèse sur gel d’agarose 1,5 %, en tampon TBE (Tris Borate EDTA 
1X), et en présence de bromure d’éthidium (BET). Les ARN sont ensuite directement utilisés 
pour la RT-PCR ou stockés à – 80°C pour un usage ultérieur. 
 
RT-PCR : La Reverse Transcription (RT) des ARN préparés est réalisée à l’aide du kit 
SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) selon les 
recommandations du fournisseur. 2 µg d’ARN sont ainsi mis en présence de l’enzyme reverse 
transcriptase SuperScript™ II en présence d’un inhibiteur de RNAse (RNaseOUT™ 
Recombinant RNase Inhibitor) et d’amorces oligo(dT)12-18. La RT est réalisée à 42°C 
pendant 50 minutes, puis à 70°C pendant 15 minutes. Les ADN complémentaires (ADNc) 
ainsi obtenus sont alors traités à la RNase H pendant 20 minutes à 37°C, avant d’être congelés 
à - 20°C jusqu’à utilisation. 2 µg de chacun des ADNc obtenus sont ensuite amplifiés par 
PCR (Polymerase Chain Reaction) sur thermocycleur PTC-200 (MJ Research) à l’aide 
d’amorces spécifiques (100 ng chaque) : amorce sens 5’GAG GCA GCT GGG AAA CAT 
GAA G3’ ; amorce anti-sens 5’ GCT TTC TCT CAG AAA TCA CAG3’. La réaction de PCR 
est réalisée en présence de dNTPs (0.25 mM, Eppendorf), d’enzyme polymérase 
(HotMaster™ Taq DNA polymerase, 2.5 U, Eppendorf), le tout en tampon de PCR, dans un 
volume final de 50 µl. La PCR comprend un premier cycle de dénaturation de 2 minutes à  
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Figure 36: Gels d’agarose des RT-PCR réalisées pour détecter la présence 
d’ARNm d’endocan dans les différentes lignées cellulaires
Après l’extraction des ARN totaux des différentes lignées cellulaires, une RT-PCR est réalisée en 
utilisant des amorces spécifiques d’endocan (amorce sens 5’-GAG GCA GCT GGG AAA CAT GAA G-3’ ; 
amorce anti-sens 5’-GCT TTC TCT CAG AAA TCA CAG-3’) Sur chacun des gels présentés sont 
indiqués en haut des lignes de dépôt : la lignée cellulaire étudiée, ainsi que les contrôles (PCR neg et 
RT neg). Pour chaque gel, un dépôt de la RT-PCR correspondant à la lignée cellulaire HUVEC est fait, 
cela sert de témoin positif.
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94°C, puis 30 cycles d’amplification. Chaque cycle d’amplification comprend 30 secondes de 
dénaturation à 94°C, puis 30 secondes d’hybridation à 56°C, et enfin 30 secondes 
d’élongation à 72°C. Enfin, un dernier cycle de 10 minutes à 72°C termine la PCR. Les 
produits de PCR obtenus sont déposés sur gel d’agarose 1,5 %. La migration se fait en tampon 
TBE 1X, en présence de BET, pendant 1 heure à 120 V. 
 
4.2.2. Résultats et discussion 
 
Lors de sa découverte, l’endocan, appelé aussi ESM-1 pour "Endothelial Cell Specific 
Molecule-1", était définis comme un PG exprimé uniquement par les cellules endothéliales 
(Lassalle et al., 1996). Depuis peu, l’endocan a également été caractérisé comme étant le 
produit de cellules telles que les adipocytes, les cellules de mélanomes ou certaines cellules 
rénales (Pour revue, voir Sarrazin et al., 2006). Afin de compléter les connaissances sur les 
cellules exprimant ou non l’ARNm ou le PG endocan, plusieurs types cellulaires de différents 
tissus ont été analysés. La Figure 36 présente les différentes RT-PCR qui ont pu être réalisées. 
Pour chacun des gels, une ligne est réservée aux cellules HUVECs qui servent de témoins 
positifs. En dessous de la bande principale de ce témoin positif, une bande plus faible peut 
être observée, qui révèle un épissage alternatif de l’exon 2 d’endocan, phénomène déjà 
observé (Aitkenhead et al., 2003 ; Depontieu, 2002). Le tableau de la Figure 37 résume, pour 
chaque lignée cellulaire testée, si l’ARNm et le PG endocan (par ELISA) ont été détectés. 
Ainsi pour les lignées endothéliales, l’ARNm d’endocan a été retrouvé uniquement chez les 
cellules HEK293 et les cellules de prostate DU145. La Figure 22 montre que l’expression de 
l’ARNm dans ces lignées est cependant beaucoup plus faible que chez les HUVECs. Le 
dosage protéique dans le surnageant de ces lignées n’a malheureusement pas encore été 
réalisé. Pour la lignée HT1080, qui est une lignée de cellules cancéreuses issues d’un 
fibrosarcome, la RT-PCR donne un signal aussi important que pour les HUVEC, et de 
l’endocan a pu être dosé dans les surnageants par dosage ELISA. De manière très 
intéressante, une étude de l’expression d’endocan dans les surnageants des HT1080 a été faite 
en fonction de la confluence des cellules. Il apparaît que les cellules dispersées expriment bien 
plus d’endocan que les cellules à confluence (Vincent Motte. communication personnelle). 
Aucune des lignées cellulaires d’hémopathies malignes testées lors de cette étude ne semble 
exprimer l’ARNm ou le core protéique d’endocan. Enfin, différentes lignées cellulaires issues 
de tissus cérébraux ont été analysées. Il apparaît que les cellules NT2 et T98G donnent un 
faible signal en RT-PCR. Ce faible signal se traduit pour les T98G par une expression en 
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Type cellulaire Lignées Expression endocan humain (ARNm)
Expression endocan 
humain (protéine)
Cordon ombilical Huvec oui 461ng/106c pour 48h
Colon HT29 non non
Colon LS174T non non
Prostate DU145 oui non testé
Rein HEK 293 oui non testé
Sein MDA-MB-231 non non
Sein MDA-MB-435 non non
Vessie RT112 non non
Fibrosarcome HT1080 oui 42 ng/ 106c pour 24h
Lymphoblaste Molt4 non non
Lymphocyte B Raji non non
Lymphocyte T Jurkat non non
Monocyte Thp1 non non
Glioblastome U118MG oui 40,45 ng/ 106c pour 48h
Neuroblastome Sy5y non non
Thératocarcinome NT2 oui non testé
Astroglioblastome T98G oui non détecté
Astrocytome de bas grade CCF-STTG1 non non
Tissu cérébral divers
Hémopathies malignes
Sarcome
Endotheliale
Epithéliale
Figure 37: Tableau récapitulatif des différentes lignées cellulaires criblées dans le 
but de détecter l’expression d’ARNm ou de protéines d’endocan
Le tableau récapitule pour chaque lignée cellulaire testée le type cellulaire et tissulaire auquel elles 
appartiennent. Pour chacune d’entre elles il est spécifié si l’ARNm d’endocan ou l’endocan lui-même à été
détecté (par RT-PCR et ELISA) dans les lysats cellulaires (pour l’ARNm) ou dans le surnageant (pour le 
PG).
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endocan non détectée dans les surnageants. Pour la lignée NT2, le dosage des surnageants n’a 
pas encore été réalisé. Chez les cellules de type glioblastome (U118 MG), l’endocan a pu être 
détecté aussi bien au niveau de l’ARNm que de l’expression protéique. Dans des conditions 
de culture classique, une quantité en protéine dix fois inférieure à celle dosée chez les 
HUVEC a pu être mesurée. Cependant, cette expression est régulée comme dans le cas des 
cellules HUVECs. Ces résultats font d’ailleurs l’objet d’un article en préparation qui confirme 
qu’endocan ne peut plus être cantonné à une expression spécifique des cellules endothéliales 
(Adam et al., en préparation). Finalement, des ARNm d’endocan ont également été détectés 
dans les fibrobastes du derme de type NHDF (Figure 36). 
Ces résultats montrent donc clairement que de nombreuses études sont encore nécessaires 
pour évaluer la localisation et la régulation de l’expression d’endocan dans les différents types 
cellulaires afin d’appréhender ses fonctions. 
 
4.3. EFFET IN VITRO D’ENDOCAN SUR LA CYTOKINE IFNγ 
 
4.3.1. Matériel et méthodes 
 
Etude de la signalisation d’IFNγ par détection de la phosphorylation du facteur STAT-1  
Sur des cellules Jurkat (ATCC # TIB-152, clone E6-1) ou THP1 (ATCC # TIB-202) en 
culture (5 x 106 cellules), l’IFNγ est ajouté à 10 ng/mL en présence ou non d’endocan, de la 
chaîne glycannique d’endocan ou d’héparine, en milieu RPMI complet contenant 10 % SVF. 
Après 5 minutes ou 15 minutes de stimulation à 37°C, les cellules sont lavées en PBS (froid) 
par centrifugation à 4°C (2000 trs/min, 2 minutes). Le culot cellulaire est repris dans du 
tampon de lyse (Tris/HCl 250mM pH 6.8, 10 % glycérol, 5 % SDS, β-mercaptoéthanol, 0,025 
% bleu de bromophenol, 1 mM phenyl-methylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 µg/ml  leupeptine, 
1 µg/ml aprotinine, 1 mM orthovanadate de sodium activé, cocktail d’inhibiteurs de protéases 
(Roche Diagnostics)). Les échantillons sont ensuite bouillis 3 minutes, puis soniqués et 
stockés à -20°C. 10 µL de lysat cellulaire sont déposés sur gel SDS-PAGE 12 %. Après 
migration, les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose par Western Blot (45 
min ; 100 V). Les membranes de nitrocellulose sont saturées avec du TBS/lait 5 %, pendant 1 
heure, puis rincées 3 fois avec du TBS/Tween 0,1 %. Les anticorps primaires, phospho-
STAT1 (Tyr 701) (1/1000ème) (BD pharmingen) ou β-actine (1/2000ème) (Sigma), sont incubés 
en TBS/lait 5 % toute la nuit, à 4°C, sous agitation. Les membranes sont ensuite rincées 3 fois  
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avec du TBS/Tween 0,1 %. L’anticorps secondaire, α-mouse IgG-peroxidase (Amersham), 
est incubé 1 heure, à température ambiante, au 1/10000ème, dans du TBS/lait 5 %, sous 
agitation. La membrane est rincée 3 fois en TBS/Tween 0,1 % puis révélée par 
chimioluminescence ECL (Amersham). 
 
Détection de l’expression des molécules HLA-DR et ICAM-1 induite par l’IFNγ  
Les cellules THP1 (0.1 x 106 cellules) sont stimulées par de l’IFNγ (0-10 ng/mL), en 
présence ou non d’endocan ou d’héparine avec une pré-incubation ou non d’une heure, en 
milieu RPMI complet, contenant 10 % SVF. Les cellules sont incubées pendant 72 heures, à 
37°C, puis l’expression des molécules HLA-DR et ICAM-1 est mesurée par cytométrie en 
flux. Pour cela, les cellules sont réparties en plaques 96 puits et lavées deux fois en PBS/SVF 
2 % (1600 trs/min, 5 min, 4°C). Les anticorps anti-HLA-DR-FITC (1/10ème, BD Pharmingen) 
et anti-ICAM-1-PE (1/10ème, BD Pharmingen), ainsi que les contrôles isotypiques (IgG2a–
FITC et IgG2a-PE, BD Pharmingen) sont incubés avec les cellules en PBS/SVF 2 %, pendant 
30 minutes, à 4°C et à l’obscurité. Les cellules sont ensuite lavées deux fois en PBS/SVF 2 % 
(1600 trs/min, 5 min, 4°C), puis elles sont resuspendues dans 200 µL de PBS/SVF 2 % et 
transférées dans des tubes pour FACS (BD Falcon). Les cellules sont analysées par cytométrie 
en flux à l’aide d’un FACSCalibur et du logiciel CellQuest (Becton Dickinson). 
 
4.3.2. Résultats 
 
Effet d’endocan sur la signalisation cellulaire d’IFNγ 
Les cellules THP1 ou Jurkat, connues pour répondre à l’IFNγ, ont été utilisées pour 
évaluer si l’endocan avait un effet sur la signalisation d’IFNγ. La signalisation d’IFNγ passe 
par la phosphorylation du facteur STAT1. Des anticorps spécifiques de STAT1 phosphorylé 
ont ainsi pu être utilisés pour mesurer la signalisation liée à la cytokine. Les Figures 38A et B 
montrent que, pour les deux types cellulaires (THP1 et Jurkat), une stimulation avec l’IFNγ 
pendant 5 minutes permet la phosphorylation de STAT1. En présence d’endocan (10 µg/mL) 
ou d’héparine (10 µg/mL), le signal diminue, voire devient nul. Pour une stimulation de 15 
minutes, le signal de phosphorylation en réponse à l’IFNγ seul est bien moins fort que pour 
une stimulation de 5 minutes. En revanche, la mise en présence d’IFNγ avec l’héparine ou 
l’endocan permet d’augmenter le signal de phosphorylation au bout de 15 minutes de 
stimulation et, ainsi, de retrouver un signal au moins aussi fort que celui visualisé pour une 
stimulation à l’IFNγ seul pendant 5 minutes. La Figure 38C présente le signal obtenu lors  
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inhibition par l'endocan et l'héparine de l'expression des 
molécules HLA-DR et ICAM1 induite par l'IFN-γ
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Figure 39: Histogramme récapitulatif des expériences de FACS 
permettant de détecter les molécules HLA-DR et ICAM-1 à la 
surface des cellules THP1 soumises à différentes stimulations
Les cellules THP1 ont été soumises, pendant 72h, à une stimulation par l’IFNγ mis en 
présence ou non d’héparine (100 µg/mL) ou d’endocan (25 µg/mL), avec ou sans co-
incubation préalable. Il a été vérifié que l’héparine ou l’endocan sans IFNγ
n’induisaient pas l’expression des molécules détectées. 
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d’une stimulation en IFNγ de 5 minutes lorsque celui-ci est mis en présence de différentes 
concentrations en endocan (10, 5, 1 et 0,1 µg/mL). Pour une concentration en endocan 
supérieure ou égale à 1 µg/mL, plus aucun signal de phosphorylation de STAT1 n’est obtenu. 
A 100 ng/mL d’endocan, une bande plus faible que celle visualisée sans ajout d’endocan est 
observée. Afin d’évaluer si l’efeet d’endocan sur l’IFNγ qui a été observée est causée par la 
chaîne glycannique d’endocan, celle-ci a alors été utilisée seule. Comme le montre la Figure 
38D, une incubation de l’IFNγ avec soit 1 µg/mL d’endocan, de sa chaîne de DS ou de 
l’héparine inhibe complètement la signalisation obtenue après 5 minutes de stimulation. Ce 
résultat met en avant le rôle de la chaîne glycannique d’endocan dans la régulation de l’effet 
d’IFNγ. 
 
Effet d’endocan sur l’expression des molécules HLA-DR ou ICAM-1 induite par une 
stimulation à l’IFNγ 
La stimulation des cellules THP1 par l’IFNγ conduit à l’expression des molécules du 
CMH telles que les HLA-DR ou des molécules d’adhésion, telles que ICAM-1. Afin de 
mesurer l’effet antagoniste d’endocan vis-à-vis des activités d’IFNγ, une stimulation a été 
faite avec de l’IFNγ mis en présence ou non d’endocan, avec une préincubation préalable ou 
non. Les mêmes expériences ont été réalisées avec l’héparine comme témoin positif. Sur 
l’histogramme de la Figure 39, qui résume les résultats obtenus par FACS, il apparaît que 
l’endocan exerce un effet inhibiteur vis-à-vis de l’expression des molécules HLA-DR et 
ICAM-1 induite par l’IFNγ. En préincubant endocan et IFNγ, l’inhibition s’avère plus 
importante que sans préincubation (80 contre 65 % d’inhibition de l’expression des HLA-DR 
et 60 contre 40 % d’inhibition d’ICAM-1). La préincubation n’a, en revanche, pas d’effet lors 
de l’ajout d’héparine à l’IFNγ. Il est intéressant, d’ailleurs, de noter qu’une dose d’endocan de 
25 µg/mL permet d’inhiber l’expression des molécules HLA-DR et ICAM-1 d’une manière 
plus efficace que l’ajout de 100 µg/mL d’héparine (80 contre 50 % pour les HLA-DR et 60 
contre 40 % pour ICAM-1). 
 
4.3.3. Discussion 
 
Comme il a déjà été dit, l’endocan semble jouer un rôle dans différents processus 
cancéreux et inflammatoires. Certaines cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα ou 
l’IL-1 permettent une expression accrue d’endocan. L’IFNγ, en revanche, est capable 
d’inhiber l’effet du TNFα alors que l'IL-4 n'a aucun effet (Lassalle et al., 1996 ; Béchard et 
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al., 2000). L’expression d’ARNm d’endocan peut également être augmentée par le TGF-β1 
alors que le TGF-β2 n’a pas d’effet (Zaho et al., 2004). Parmi les facteurs pro-tumoraux, le 
PDGF-BB, l’HGF/SF et l’EGF ne semblent pas avoir d’effet sur l’expression de l’ARNm 
d’endocan (Rennel et al., 2007). D’après les mêmes travaux, le FGF-2 ne semble pas avoir 
d’effet sur des cellules endothéliales. Cependant, nos résultats obtenus au sein d’Endotis ainsi 
que ceux d’Aitkenhead et coll. (2002) montrent un effet inducteur du FGF-2 sur endocan. 
Plus récemment, sur des cellules issues de glioblastomes, le FGF-2 induit l’expression 
d’endocan alors que le VEGF est sans effet (Adam et al. En préparation). Ces effets différents 
pourraient être dus au type cellulaire ou à l’état d’activation des cellules. 
Par ailleurs, les effets d’endocan sur la cytokine IFNγ ont été évalués. Tout d’abord, le fait 
qu’IFNγ soit un répresseur de l’expression d’endocan dans certains cas laisse penser qu’une 
boucle de régulation pourrait exister. En effet, il est possible qu’en cas d’inflammation, 
l’expression d’endocan et d’IFNγ soient toutes deux augmentées et que, selon les 
circonstances, chacune des deux molécules puisse jouer un rôle sur la présence, la 
disponibilité, la signalisation de l’autre molécule. Par exemple, il est connu qu’IFNγ sur des 
fibroblastes réduit le taux d’IdoA des DS (Praillet et al., 1996). Or, l’IdoA est, dans certains 
cas, très important pour la liaison avec des facteurs tels que l’HGF/SF. Cela pourrait aller 
dans le même sens que l’effet répresseur vis-à-vis de l’expression d’endocan observé lors de 
l’ajout d’IFNγ sur des cellules endothéliales ou inflammatoires C’est pourquoi nous avons 
essayé d’évaluer l’effet d’endocan sur la signalisation d’IFNγ et l’activité de cette cytokine. 
Ainsi, il apparaît clairement qu’endocan est capable d’inhiber l’expression des molécules 
HLA-DR et ICAM-1 induite par l’IFNγ de manière au moins aussi efficace que peut le faire 
l’héparine. L’effet d’endocan sur la signalisation directe d’IFNγ a également été évalué. 
Lorsque l’effet est observé sur les 5 premières minutes de stimulation, l’inhibition d’IFNγ par 
endocan via sa chaîne de DS est évidente. En revanche, lorsque l’effet est observé au bout de 
15 minutes de stimulation, la signalisation par l’IFNγ semble au moins aussi importante en 
présence d’endocan (ou d’héparine). Il est connu que l’interaction IFNγ/HS permet de 
protéger la cytokine de coupures protéolytiques et de la conserver ainsi active. Cela peut, par 
transposition avec les DS, expliquer cette dernière observation, qui peut également être liée à 
un déplacement de l’équilibre, c'est-à-dire que IFNγ en présence d’endocan va mettre plus 
longtemps à atteindre sont récepteur et activer pleinement la voie de transduction du signal. 
Les résultats obtenus mettent donc en évidence qu’endocan est capable d’inhiber in vitro 
quelques unes des activités de l’IFNγ en bloquant la transduction du signal. Il n’est cependant 
pas évident qu’in vivo, dans des phénomènes où l’IFNγ est exprimés de manière conjointe 
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avec l’endocan, les conditions spatio-temporelles et l’implication d’autres facteurs permettent 
que de telles observations puissent être faites. Néanmoins, nos résultats ouvrent une piste 
intéressante pour de futures investigations.  
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Les protéoglycannes sont des macromolécules complexes et variées qui exercent 
d’indénombrables fonctions, dans une large gamme de processus physiologiques (Iozzo et 
Cohen, 1993 ; Iozzo et San Antonio, 2001 ; Timar et al., 202 ; Delehedde, 2002 ; Delehedde 
et al., 2005 ; Delehedde et al., 2006). Pour cela, ils peuvent être localisés dans le 
compartiment intracellulaire (cas de la serglycine), à la surface des cellules, dans les matrices 
extracellulaires, voire même être circulants (Delehedde et al., 2006). L’étude des PGs remonte 
à une cinquantaine d’années environ pour les plus anciennement découverts. Cela a laissé le 
temps d’appréhender certaines de leurs fonctions de bon nombre d’entres eux, notamment 
grâce à la création des souris privées du gène codant pour le PG étudié (les souris KO) 
(Goldberg et al., 2005 ; Gotte et al., 2005 ; Sarraj et al., 2006). Cependant, la caractérisation 
fonctionnelle de telles macromolécules est loin d’être évidente et leurs fonctions restent 
souvent assez larges. Les protéoglycannes sont en fait des molécules complexes, 
biochimiquement composées d’un core protéique sur lequel est lié au moins une chaîne 
oligosaccharidique de type glycosaminoglycanne. De ce fait, leurs fonctions sont tributaires 
de la partie protéique (régulation de l’expression protéique, localisation, interaction avec des 
ligands), de leurs chaînes glycanniques (nature, structure, nombre, interactions avec des 
ligands), et surtout de la combinaison des deux (encore plus difficile à appréhender). Selon les 
cores protéiques, le nombre et la séquence des sites de liaison aux GAGs varient et donc la 
nature de ces derniers également. Les kératanes sulfates, les héparanes sulfates, les 
chondroïtines sulfates et les dermatanes sulfates peuvent tous être liés aux cores protéiques de 
PGs. 
Endocan ou ESM-1 (Endothelial Cell Specific Molecule-1) est un protéoglycanne à 
dermatane sulfate découvert il y a une dizaine d’années dans un laboratoire de l’Institut 
Pasteur de Lille. Ce protéoglycanne est original puisqu’il se compose d’une seule chaîne de 
DS et a été retrouvé dans le courant circulatoire. Son core protéique ne semble pas avoir 
d’homologue protéique connu à ce jour et endocan n’a pas pu être classé dans une famille de 
protéines ou PGs existante (Lassalle et al., 1996), même si on peut remarquer que la bikunine 
est un CSPG circulant ne portant qu’une seule chaîne de GAG. 
Le core protéique d’endocan est constitué de 165 acides aminés (après clivage du signal 
peptidique de 19 acides aminés) et possède 18 cystéines dans les 110 premiers acides aminés. 
Pour en apprendre davantage sur les caractéristiques biochimiques de ce core protéique, des 
expériences de caractérisation ont été entreprises. La mutation de la sérine 137 en alanine a 
permis d’obtenir, dans un système d’expression eucaryote (HEK293), le core protéique 
d’endocan dépourvu de sa chaîne glycannique. Les plateformes de production et de 
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purification mises en place au cours de mon travail de thèse pour l’obtention de cette protéine 
ont permis, par le biais de deux étapes de chromatographie (Echange d’ions et 
Immunoaffinité), d’obtenir le core protéique à l’échelle du milligramme, avec un très bon 
degré de pureté. Concernant la production, l’adaptation originale des cellules HEK293 au 
bioréacteur de type CL1000 (conçu initialement pour la production d’anticorps) s’est avérée 
très efficace pour la production d’endocan recombinant, mais peut également constituer un 
système de production intéressant dans bien d’autres cas. L’analyse par spectrométrie de 
masse (MALDI-TOF) du core protéique d’endocan purifié révèle un pic unique mais d’une 
largeur d’environ 4000 Da venant s’ajouter à la masse attendue de 18106 Da. Ce résultat 
inattendu a logiquement conduit à engager de nouvelles recherches pour évaluer les 
modifications post-traductionnelles que le core protéique d’endocan aurait pu subir. Des 
prédictions bioinformatiques n’excluent pas d’éventuelles phosphorylations par la protéine 
kinase C (S21, T107, S124) ou la caséine kinase II (T27, S51, S67, S129). De telles 
modifications ne peuvent cependant pas engendrer l’ajout de 4000 Da. C’est pourquoi l’étude 
de glycosylations de nature non glycosaminoglycannique a été entreprise. Un marquage à la 
biotine spécifique des glycoprotéines permet de supposer l’existence de glycannes. Les 
prédictions ne sont pas optimistes quant aux éventuelles N-glycosylations car aucune 
séquence concensus les permettant n’est réellement présente chez endocan. En revanche, rien 
ne peut être prédit pour les O-glycosylations. L’analyse par spectrométrie de masse du core 
protéique traité ou non aux N- ou O-glycosidases indique une réduction de la largeur du pic 
observé lors du traitement à la O-glycosidase, signe que d’éventuelles modifications de ce 
genre pourraient être présentes. De plus, lors de la caractérisation de la chaîne glycannique 
d’endocan par incorporation de glucosamine radioactive, des glycannes de faible poids 
moléculaire ont été observés en sortie de chromatographie d’exclusion. Ces glycannes ne se 
fixent pas à la résine DEAE, et ne semblent donc pas être de nature aussi anionique que le DS. 
Pour compléter cette étude sur les éventuelles glycosylations qui pourraient orner le core 
protéique d’endocan, une collaboration avec Marie-Christine Slomianny (laboratoire de Jean-
Claude Michalski), spécialiste des O- et N-glycannes, a été établie. Cela a permis de révéler la 
présence d’au moins une O-glycosylation sur endocan et vraisemblablement d’une (ou 
plusieurs) N-glycosylation(s). D’après ces travaux, il est estimé que le core protéique 
d’endocan produit en cellule HEK293 possède au moins 1 % de glycanne (rapport massique). 
Pour en connaître d’avantage sur l’organisation structurale de ce core protéique, des 
expériences de cristallographies ont été réalisées. Après le criblage de 1800 conditions de 
cristallographie, il s’est avéré qu’aucune d’entre elles n’a donné de résultats exploitables. Ce 
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fait peut être expliqué par l’hétérogénéité de la protéine qui se traduit en spectrométrie de 
masse par la large bande observée. Mais encore, de part sa constitution, il est fort probable 
que cette protéine soit composée d’une région structurée et globulaire dans les 110 premiers 
acides aminés grâce à la formation de ponts disulfures, et d’une autre région (en C-terminal), 
bien moins structurée et donc contraignante pour la cristallisation. C’est ce qui ressort de 
l’analyse bioinformatique du profil structural du polypeptide endocan. Pour avoir une idée de 
l’organisation structurale des 110 premiers acides aminés et, plus précisément, pour évaluer 
l’existence et les combinaisons des ponts disulfures possibles, un travail combinant digestion 
protéique et spectrométrie de masse a été réalisé. Ce travail permet de confirmer l’existence 
d’un motif EGF-like qui avait pu être mis à jour par bioinformatique. Ce motif EGF-like 
impliquerait la formation des ponts disulfures suivants : C46-C64 ; C58-C80 et C83-C92. En 
plus des ponts disulfures du motif EGF-like, les autres liaisons di-thiols les plus probables 
sont : C9-C32 ; C18-C35 ; C96-C103 ; C98-C110. En intégrant l’ensemble des résultats 
obtenus lors de ces premiers travaux de caractérisation, un modèle de l’organisation du 
polypeptide d’endocan a été proposé (Figure 28). 
Ensuite, afin de compléter la caractérisation d’endocan, une étude structurale de la chaîne 
d’endocan a été entreprise. Dans un premier temps, la composition de la chaîne glycannique 
d’endocan provenant du système d’expression HEK293 ou de l’expression naturelle des 
cellules HUVECs a pu être étudiée par un marquage radioactif des chaînes. L’objectif était de 
vérifier que l’endocan obtenu en quantité plus importante (grâce au système de production 
mis en place dans les cellules HEK293) avait une chaîne glycannique quasiment identique à 
celle de l’endocan "naturel" de cellules endothéliales (il faut noter que lorsque nous avons 
commencé en 2003, nous n’avions pas encore connaissance de l’expression d’endocan dans 
des lignées cellulaires tumorales). Néanmoins, les résultats obtenus sont assez surprenants. A 
l’exception de la longueur de la chaîne glycannique, qui est en moyenne de 15 kDa pour 
l’endocan issu des cellules HUVECs et de 40 kDa pour l’endocan issu des HEK293, la 
composition structurale de deux chaînes glycanniques est quasiment identique. La chaîne 
glycannique d’endocan est ainsi composée de 30 % d’acides iduroniques avec une majorité de 
disaccharides mono-4-O-sulfatés (50 %) et mono-6-O-sulfatés (22 %), 10 % des disaccharides 
ne sont pas sulfatés et environ 18 % sont disulfatés, ce qui diffère des résultats obtenus en 
2001 par Béchard et al. Cependant, au regard de ces résultats, il est normal de se demander si 
c’est le core protéique d’endocan qui guide de manière très spécifique la composition  
structurale de sa chaîne glycannique ou si ces résultats sont le fruit du hasard. Afin d’en 
apprendre davantage sur l’organisation structurale de cette chaîne glycannique, une analyse 
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par RMN a également été entreprise. Les quantités requises pour ces analyses sont telles, que 
seule la chaîne glycannique d’endocan purifié à partir du système d’expression HEK293 a pu 
être analysée. Il a, de cette manière, été possible de confirmer que 30 % de la chaîne 
d’endocan est composé d’acides iduroniques. Par ailleurs, aucune séquence du type IdoA-
GalNAc,4OH n’a été visualisée, mais, en revanche, la présence de séquences IdoA-
GalNAc,4SO3 a pu être observée. En intégrant l’ensemble des résultats et données structurales 
obtenus, un modèle de l’organisation de la chaîne glycannique d’endocan a été proposé 
(Figure 14). 
 
L’appréhension de l’organisation structurale d’endocan était un élément important pour 
mieux comprendre les fonctions de ce PG. En effet, les fonctions d’endocan restent encore 
mal connues et n’ont pour l’instant pas pu encore être clairement définies. L’endocan semble 
jouer un rôle dans certains processus inflammatoires ainsi que dans certains cancers 
(Scherpereel et al., 2006 ; Sarrazin et al., 2006). Tout d’abord, il est possible qu’endocan 
puisse avoir un rôle dans l’inflammation. En effet, il a été démontré que l’expression 
d’endocan est sous le contrôle de cytokines pro-inflammatoires que sont le TNFα, l’IL-1 et 
l’IFNγ. De plus, dans les différentes phases de la septicémie, le taux d’endocan circulant varie 
énormément avec un taux maximal dans les phases les plus graves (Scherpereel et al., 2006). 
Il a également été démontré in vivo, lors de l’induction d’un choc septique, que l’injection 
d’endocan permettait une survie des souris de l’ordre de 40 % (Depontieu, 2002). S’ajoute à 
cela le fait qu’endocan est capable d’inhiber l’interaction LFA-1/ICAM-1 (Béchard et al., 
2001). Toutes ces observations sont autant d’éléments qui permettent d’imaginer qu’endocan 
doit avoir un rôle dans les processus inflammatoires. 
Ensuite, plusieurs éléments permettent d’imaginer qu’endocan participe au développement 
de cancers. Tout d’abord, en explorant la variation du taux d’ARNm d’endocan, de 
nombreuses études ont montré que l’augmentation de la quantité d’ARNm d’endocan 
décelable est corrélée avec l’apparition de métastases et un mauvais pronostic dans les cancers 
du sein, du rein et du poumon. Dans le cancer du sein, l’augmentation du taux d’ARNm 
d’endocan est synonyme de décès dans les 5 ans. De même, l’augmentation du taux d’ARNm 
d’endocan dans les cellules de carcinomes rénaux est en relation avec la vascularisation 
tumorale et l’inflammation du cancer du rein. Cela est conforté par une autre étude sur le 
même type de cancer qui met en évidence qu’endocan est l’un des gènes qui est le plus 
surexprimé par les cellules cancéreuses rénales, au même titre que ceux du VEGF et de c-Met 
(récepteur du HGF/SF). Dans le cancer du poumon, l’endocan a été catégorisé comme l’une 
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des protéines permettant d’émettre un mauvais pronostic ainsi qu’un risque important de 
décès dans les 12 mois (Figure 18). Certaines études révèlent un lien étroit entre l’expression 
d’endocan et les facteurs angiogéniques notamment dans les cancers broncho-pulmonaires où 
le taux d’endocan circulant atteint des valeurs maximales pour un pronostic très mauvais de la 
maladie (Grigoriu et al., 2006). L’expression d’endocan semble d’ailleurs être sous le contrôle 
de VEGF et/ou FGF-2, deux facteurs pro-tumoraux (Rennel et al., 2007). Dans un modèle in 
vivo, l’injection de cellules HEK293 exprimant de l’endocan recombinant, entraîne, chez les 
souris, la formation de tumeurs (Scherpereel et al., 2003). L’utilisation d’anticorps ayant pour 
cible la région de l’exon II riche en phénylalanine permettrait de réduire le développement 
tumoral ainsi induit. Il a également été montré que, via sa chaîne glycannique, l’endocan était 
capable de réguler l’activité d’HGF/SF, suggérant un rôle potentiel d’endocan dans le contrôle 
de la croissance tumorale au même titre que dans l’angiogenèse lors de la progression 
tumorale. 
De ces observations, qui sont autant de pistes à approfondir pour cerner les fonctions de ce 
jeune PG, ont été initiés plusieurs travaux. Tout d’abord, dans le cadre du développement 
d’un kit de dosage d’endocan, la détermination de l’affinité des anticorps utilisés se devait 
d’être évaluée rapidement. Le développement d’anticorps anti-endocan potentiellement 
thérapeutiques a également nécessité une mesure de leurs affinités vis-à-vis d’endocan. Ainsi, 
les affinités des anticorps EP236, EP208 et EP214 ont pu être mesurées grâce au système SPR 
Biacore (plutôt que par le système IAsys probablement en raison des problèmes 
d’organisation structurale) et sont respectivement de 26, 78 et 19 nM.  
Dans la continuité des travaux qui avaient été initiés avec l’HGF/SF, l’utilisation du 
Biacore nous a permis d’évaluer si certains médiateurs pro-inflammatoires ou pro-tumoraux 
interagissaient avec endocan. Après de nombreux essais d’immobilisation d’endocan en 
Biacore, l’utilisation d’un détergeant cationique (CTAB), utilisé depuis peu pour immobiliser 
des fragments d’ADN, a permis d’immobiliser endocan, son core protéique et sa chaîne de DS 
séparément et, de faire ainsi la première évaluation actuellement disponible de leurs 
différentes interactions avec les médiateurs criblés. De ce criblage de molécules, les 
médiateurs tels que MCP1, MIP1α, IP10, MIP3α, GRO/MGSA, IGF-I, SDF-1α et TNFα 
n’ont donné aucun signal d’interaction avec l’endocan. En revanche, les médiateurs suivants : 
VEGF, SDF-1β, RANTES, MCP2, PF-4, IFNγ, KGF (FGF-7), FGF-2 et bien entendu 
HGF/SF ont tous donné un signal d’interaction avec l’endocan ou sa chaîne de DS 
immobilisée. Les résultats obtenus dans cette étude originale sont, d’une manière générale, en 
accord avec les données de la littérature actuelle concernant les HS ou les DS. De manière 
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plus surprenante cependant, pour chacun de ces ligands identifiés (sauf pour HGF/SF), une 
interaction avec le core protéique d’endocan seule a également été observée. Par la méthode 
de Scatchard, seules les affinités d’HGF/SF et IFNγ ont pu être estimées à 0,5 et 11 nM, 
respectivement. En utilisant la méthode du GMSA, il est apparu qu’une interaction entre 
endocan et le SDF-1α pouvait potentiellement exister, mais aucune valeur d’affinité ne peut 
être donnée par cette méthode uniquement qualitative.  
Afin d’approfondir l’effet modulateur que peut avoir endocan sur certains médiateurs, des 
essais cellulaires in vitro ont été mis en place. La cytokine IFNγ est une protéine clé dans les 
phénomènes inflammatoires et les résultats du criblage par Biacore ont permis de définir 
claiement qu’une intéraction avec la chaîne glycannique d’endocan avais lieu. L’effet 
qu’endocan pouvait avoir in vitro sur cette cytokine a donc été testé. Il est apparu que, via sa 
chaîne de DS, l’endocan était capable d’avoir un effet inhibiteur aussi important que l’Hp vis-
à-vis d’IFNγ dans des essais mesurant l’effet d’endocan sur la signalisation cellulaire d’IFNγ 
et sur l’expression des molécules HLA-DR et ICAM-1 induite par la cytokine. Ces effets 
observés sont des éléments importants qui restent néanmoins pour l’instant dans le cadre de 
tests in vitro dépendants d’une seule lignée cellulaire. De telles observations nous indiquent 
cependant clairement qu’endocan pourrait certainement être un acteur majeur d’événements 
inflammatoires. 
Il avait été initialement établi qu’endocan était un PG sécrété par les cellules endothéliales 
uniquement. Depuis, plusieurs études ont montré que l’endocan pouvait être exprimé par des 
adipocytes, des cellules tumorales de mélanomes et certaines celulles tumorales rénales 
(Wellner et al., 2003 ; Hendrix et al., 2003 ; Seftor et al., 2002 ; Ross et al., 2000 ; Abid et al., 
2006). Afin de compléter ces données, des études ont été réalisées par RT-PCR et par ELISA 
pour mesurer l’expression d’endocan dans différentes lignées cellulaires. L’ARNm d’endocan 
a, de cette manière, été trouvé dans les cellules épithéliales issues d’une tumeur de la prostate 
hormonodépendante (DU145) et de cellules de rein (HEK293), dans les cellules issues de 
fibrosarcomes (HT1080), dans les cellules de cancers issus de tissus cérébraux, comme les 
astroglioblastomes (T98G), et surtout les glioblastomes (U118MG) (Adam et al., en 
préparation), dans les cellules issues de tératocarcinome (NT2), ainsi que dans les fibroblastes  
normaux adultes (NHDF). La détection de l’endocan par ELISA a notamment pu être faite de 
manière très significative dans les cellules HT1080 et U118MG, mais non chez les T98G. 
Pour les cellules NT2, DU145 et HEK293, la détection de protéine n’a pas encore été réalisée. 
Ces données supplémentaires indiquent que les fonctions d’endocan doivent être 
appréhendées d’une manière plus large que cela avait été fait jusqu’à présent. 
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Pour résumer, les travaux entrepris ont permis : 
• de mettre en place, au sein d’Endotis Pharma, des plateformes de production et de 
purification permettant d’obtenir de l’endocan ou de son core protéique à l’échelle 
du milligramme par semaine et avec un bon degré de pureté 
• la caractérisation du core protéique d’endocan, avec la mise en évidence 
o de glycosylations autres que la chaîne de DS (O-glycosylations et peut être 
N-glycosylations) sur de l’endocan recombinant issu de cellules HEK293 
o d’un motif EGF-like 
o de l’organisation des ponts disulfures 
o d’éventuels sites de phosphorylation 
• la caractérisation de la chaîne glycannique d’endocan  
o par chromatographie afin de comparer la composition structurale de la 
chaîne glycannique d’endocan issue d’une production naturelle (HUVEC) 
ou d’un système de surexpression (HEK293) 
o par RMN pour connaître l’enchaînement structural des disaccharides 
o qui a ainsi donné naissance à un modèle de l’organisation structurale de 
cette chaîne (Figure 14) 
• de mesurer des interactions 
o avec des anticorps par SPR en flux continu 
o avec des ligands potentiels, par GMSA, et surtout par SPR en distinguant 
les interactions avec le core protéique et la chaîne de DS 
• d’évaluer in vitro l’effet d’endocan sur la cytokine IFNγ 
• d’élargir les connaissances sur les lignées cellulaires exprimant endocan et plus 
globalement sur les tissus exprimant endocan. 
 
A partir de ces résultats, plusieurs études complémentaires peuvent être proposées. 
 
Concernant la caractérisation structurale du core protéique d’endocan, il peut être envisagé 
de poursuivre le criblage des conditions de cristallisation. Pour cela, il semble important que 
le core protéique soit totalement dépourvu de ses glycosylations. Dans cette optique, nous 
avions réfléchi, avec le groupe du Dr Philippe Lassalle, à un système d’expression chez 
E.coli. Cependant, ne possédant pas de test d’activité d’endocan et donc par crainte que les 
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nombreux ponts disulfures ne se forment pas de la même manière qu’en système eucaryote, 
cette piste n’a pas été poursuivie. La déglycosylation complète d’endocan pourrait donc 
passer soit par la création de mutants, soit par une suppression enzymatique de ces glycannes. 
Il apparaît également important dans la procédure de cristallisation de poursuivre nos travaux 
concernant la stabilisation de la partie C-terminale d’endocan avec un Fab, comme cela a été 
initié. Il peut être également proposé de tenter la cristallogenèse du core protéique privé de sa 
région C-terminale puisque celle-ci semblerait moins globulaire, ou plus labile et désordonée 
d’après les prédictions bio-informatiques. 
Ensuite, la création de mutants sur les acides aminés que l’on suppose glycosylés d’après 
nos analyses, pourrait être également envisagée. De plus, l’endocan recombinant ne possédant 
pas l’exon II, construit produit par le Dr. Florence Depontieu (laboratoire de Philippe 
Lassalle) pourrait être un outil très intéressant pour cibler l’emplacement de ces 
glycosylations. 
Enfin, l’étude des sites potentiels de phosphorylation sur le core protéique d’endocan 
pourrait être entreprise grâce à l’utilisation d’anticorps spécifiques. Cela pourrait être un 
élément précieux pour compléter d’éventuelles pistes de recherche sur les fonctions 
d’endocan. 
En ce qui concerne la chaîne de DS d’endocan, on ne peut pas dire actuellement 
qu’endocan est capable de guider les enzymes de modification des CS pour posséder une 
chaîne de composition identique quelque soit la lignée cellulaire qui le produit. Seule une 
analyse de la composition oligosaccharidique des DS d’endocan radiomarqué, obtenue de 
cellules exprimant naturellement endocan comme les cellules HUVEC (contrôle), les cellules 
tumorales U118MG ou encore des cellules HT1080, permettrait d’évaluer si la composition 
du DS est identique pour chaque lignée. Dans le même but d’étudier la spécificité structurale 
de la chaîne glycannique d’endocan, une étude comparative de la composition structurale de 
la chaîne DS d’endocan avec d’autres CS/DS de PG exprimés par les mêmes lignées 
cellulaires pourrait être très informative.   
Ensuite, la seconde question à laquelle il serait intéressant, d’un point de vue fonctionnel 
de répondre concerne la modulation de l’expression d’endocan par le TNFα, l’IL-1, l’IFNγ ou 
le VEGF. Est-ce que ces médiateurs ont une influence directe sur la composition de la chaîne 
DS d’endocan ? Pour cela, une analyse de la composition de la chaîne DS d’endocan 
radiomarquée, obtenue d’une seule lignée cellulaire exprimant naturellement endocan mais 
stimulée par l’un ou différents facteurs permettrait d’y répondre. Il a, par exemple, été observé 
que dans des fibroblastes, un traitement par l’IFNγ réduisait le taux d’IdoA dans les chaînes 
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de DS (Praillet et al., 1996). Réaliser ce genre d’étude avec l’endocan et un DSPG témoin 
pourrait s’avérer intéressant pour comprendre la régulation d’endocan observé dans certaines 
pathologies. De même, comme cela a déjà été décrit dans d’autres systèmes (Carter et al., 
2003), l’étude de l’influence de ces facteurs sur les enzymes de synthèse ou les modifications 
des DS pourrait être également informative dans le cas de l’endocan. 
Ensuite, un travail complémentaire par RMN de la chaîne DS d’endocan fragmentée, 
permettrait, par l’assemblage d’informations séquentielles, de vérifier l’exactitude du modèle 
d’organisation structurale de la chaîne d’endocan que nous avons proposé dans ce travail. 
Concernant les fonctions d’endocan, il convient d’un point de vue biochimique de 
continuer le criblage des médiateurs pouvant être sous le contrôle d’endocan et de caractériser 
précisément la nature de ces interactions. Cela doit passer par une validation de la méthode au 
Biacore, c'est-à-dire essentiellement vérifier que les interactions sont bien spécifiques, et tout 
particulièrement celles impliquant le core protéique d’endocan. Ensuite, la création d’une 
librairie d’oligosaccharides issus de la fragmentation du DS d’endocan pourrait nous 
permettre de caractériser plus précisemment les séquences glycanniques importantes dans la 
liaison avec certains de ces médiateurs. De la même manière, l’utilisation d’anticorps 
monoclonaux anti-endocan pourraient permettre la localisation sur le core protéique des sites 
impliqués dans l’interaction avec certains médiateurs. 
D’un point de vue plus biologique, il faudrait, pour chaque facteur avec lequel endocan 
interagit, mettre en place un test d’activité fonctionnelle qui permettrait de mesurer l’effet du 
PG sur ces médiateurs, comme cela a pu être fait vis-à-vis de l’IFNγ.  
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1. 2O10 : UN MIMETIQUE DES CHAINES 
HEPARANES SULFATES POUR MODULER 
L’ACTIVITE  D’IFNγ 
 
 
 
 
Après avoir caractérisé le motif ″glycosaminoglycannique″ des HS reconnu par l’IFNγ, 
une stratégie de synthèse chimique a été développée pour valider la structure du site 
d’interaction (Lubineau et al., 2004). Pour cela des oligosaccharides de différentes familles 
(tétra, hexa, ou octasaccharide) ont été liés entre eux par différents bras espaceurs. Le travail 
ci-après présenté sous forme de publication, met en évidence que c’est la molécule 2O10 (deux 
octasaccharides reliés par un bras de dix unités de polyethylèneglycol) qui permet à la fois de 
mimer au mieux le motif HS impliqué dans l’interaction avec la cytokine, et de moduler in 
vitro l’activité de l’IFNγ. Les travaux réalisés ont montré que 2O10 inhibait de façon très 
efficace l’interaction d’IFNγ avec les HS ainsi qu’avec le récepteur cellulaire IFNγR. 
2O10 représente donc une structure de base intéressante, à partir de laquelle pourrait être 
développé un inhibiteur de l’IFNγ, utilisable dans les désordres auto-immuns ou 
inflammatoires. 
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2. ETUDE DE LA REGION C-TERMINALE 
D’IFNγ 
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Figure 40: Schéma des domaines D2 et D1 de la région C-
terminale d’IFNγ
La région C-terminale (aa 123-143) d’IFNγ semble être extérieure à la partie 
globulaire formée par les 7 hélices α. Elle est constituée de deux domaines (D1 et 
D2) riches en acides aminés basiques. Ces domaines sont importants pour 
l’interaction avec les HS (Lortat-Jacob et Grimaud, 1992). Le domaine D1 semble 
également être impliqué dans l’interaction de la cytokine avec sont récepteur 
spécifique, l’IFNγR (Sadir et al., 1998). Pour l’activité de la cytokine, la perte des 10 
derniers acides aminés lui confère une activité maximale, alors que la perte des deux 
domaines ne lui permet plus de transduire son signal (Döbeli et al., 1988).
KTGKRKR RGRR -C
140137131125
D2D1
KTGKRKR
Activité
Perte des 10 derniers a.a.
Perte des domaines D2 et D1
Activité
maximale
IFNγ entier (143 aa)
 
  301
2.1. Introduction 
L'IFNγ possède deux sites d’interactions membranaires de haute affinité, à savoir les 
protéoglycannes à héparanes sulfates (Kd = 1,5 nM) et le récepteur à IFNγ, l’IFNγR (Kd = 0,1 
- 1 nM) via lequel il transmet son signal (Lortat-Jacob et al., 1991 ; Anderson et al., 1982).  
Comme cela a été exposé dans le rapport bibliographique, le complexe IFNγ/IFNγR met 
en jeu deux récepteurs pour un IFNγ (homodimère), en conformité avec la symétrie de la 
cytokine (Fountoulakis et al., 1992 ; Greenlund et al., 1993). Les régions de l’IFNγ 
impliquées dans l’interaction avec le récepteur sont : la boucle qui fait le lien entre l’hélice A 
et B (aa 18 à 26), les résidus 108-124 de l’hélice F, et une séquence de la région C-terminale 
connue pour être flexible (Lundell et Narula, 1994 ; Walter et al., 1995). La structure de 
l’IFNγ a été résolue que jusqu’à l’acide aminé 124, la région C-terminale (acides aminés 125 
à 143) apparaissent trop labile pour donner un signal en cristallographie (Ealick et al., 1991 ; 
Thiel et al., 2000). Cette région C-terminale doit être située à l’extérieur de la partie 
globulaire de la protéine. Elle est caractérisée par deux domaines (D1 et D2) riches en acides 
aminés basiques (D1 : résidus 125 à 131, KTGKRKR ; D2 : résidus 137 à 140, RGRR) 
(Figure 40). Ces domaines sont sensibles à la protéolyse (Trinchieri et al., 1985 ; Döbeli et al., 
1988 ; Curling et al., 1990 ; Jarpe et Johnson, 1990) et sont importants pour l’activité de la 
cytokine. En effet, la perte des 10 derniers acides aminés, et donc du domaine D2, entraîne 
une hausse de l’activité de la protéine. En revanche, la perte des deux domaines (D1 et D2) 
rend la protéine inactive (Döbeli et al., 1988). L’interaction entre cette région C-terminale et 
l’IFNγR n’a pas encore été caractérisée structuralement. En revanche, il a été montré que cette 
région C-terminale avait également une forte affinité pour les héparanes sulfates. Cette 
interaction a largement été caractérisée (Lortat-Jacob et Grimaud, 1992 ; Lortat-Jacob et al., 
1995). Ainsi, comme pour un grand nombre de protéines liant les HS, il apparaît que ce sont 
les domaines riches en acides aminés basiques (D1 et D2 ) qui permettent une telle 
interaction.  
Afin de savoir si, comme dans le cas du FGF, les HS jouaient un rôle de co-récepteur pour 
l’IFNγ, Sadir et coll. (1998) ont entrepris différents travaux. Tout d’abord, il a été démontré 
que l’IFNγ ne peut pas se fixer à la fois sur les HS et sur l’IFNγR. En utilisant des anticorps 
monoclonaux dirigés contre D2 ou D1, il a aussi été mis en évidence que le domaine D1 était 
impliqué dans l’interaction avec l’IFNγR au même titre qu’avec les HS. 
L’IFNγ sécrété par les cellules NK ou par les LT va transmettre son signal par le biais de 
l’IFNγR. Or, à la surface des cellules cibles, il s’avère que les HSPGs occupent un volume  
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Figure 41: Représentation des mutants dans la région C-terminale
d’IFNγ qui seront utilisés pour étudier l’importance des domaines D1 et 
D2 dans les interactions avec les deux ligands d’IFNγ
En haut est représenté le monomère d’IFNγ avec sa région C-terminale déployée et ses 
domaines basiques D1 et D2 qui correspond à l’IFNγ sauvage (IFNγ143). Ensuite sont 
représentés les mutants issus de la mutagenèse dirigée (IFNγS1 à IFNγS13). ‘’OK’’ signifie 
qu’ils s’expriment en bactérie. ‘’En cours’’ signifie que la mutagenèse est encore à réaliser. 
Et enfin, en-dessous sont présentés les mutants obtenus par délétion, IFNγ124 et 
IFNγ136, tous les deux s’exprimant également dans le système bactérien BL21(DE3).
KTGKRKR RGRR -C
140137131125
D2D1
KTGKRKR RGR S
KTGKRKR RGS S
KTGKRKR SGS S
KTGKRKS SGS S
KTGKR SS SGS S
KTGK S SS SGS S
KTGS S SS SGS S
STGS S SS SGS S
KTGKRKS RGRR
KTGKR SS RGRR
KTGK S SS RGRR
KTG SS SS RGRR
STGS S SS RGRR
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OK
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hydrodynamique et sont d’une taille plus importante que l’IFNγR. De plus, si une cellule 
exprime à sa surface environ 500 à 20 000 IFNγR, le nombre de molécules d’HS à cette 
même surface peut avoisiner les 105 à 106. L’affinité de la cytokine pour ses deux ligands 
étant du même ordre, avant de rejoindre l’IFNγR, les HS se positionnent comme un passage 
obligé. Ainsi, les questions posées sont les suivantes : quels sont les mécanismes qui amènent 
le médiateur à passer du glycocalyx à l’IFNγR? Etant donné l’importance de chacun des 
domaines D1 et D2, tant au point de vue de l’interaction avec chacun des deux ligands qu’au 
niveau de l’activité de la cytokine (contrôlée par la protéolyse de l’extrémité C-terminale), 
quel rôle peut être précisément attribué à chacun des deux domaines ainsi qu’aux acides 
aminés qui les composent?  
Un premier travail a été entrepris pour tenter de répondre à ces interrogations. Le but est 
d’étudier les interactions de mutants (des domaines D2 et D1 comme cela est présenté en 
Figure 41) de l’IFNγ avec ses deux ligands. Plus précisément, ce sont les valeurs cinétiques 
des interactions qui vont être mesurées afin d’établir quels sont les acides aminés ou la perte 
d’acides aminés qui vont favoriser l’interaction avec l’un ou l’autre des deux ligands. 
Un second travail a également été initié pour essayer de résoudre la structure de la région 
C-terminale d’IFNγ. 
 
2.2. Etude des deux domaines basiques C-terminaux d’IFNγ 
 
2.2.1. Matériel et méthodes 
 
Construction des vecteurs d’expression pour les mutants d’IFNγ 
Construction des vecteurs exprimant les IFNγ mutants dépourvu de leurs domaine D2 
(pET11a/IFNγ136) ou D2 et D1 (pET11a/IFNγ124) 
 Par PCR, les sites de restriction NdeI et BamHI ainsi qu’un codon stop en position 137 et 
125 sont ajoutés aux extrémités 3’ et 5’ de l'ADNc d’IFNγ humain (432 pb). (PCR mix (Taq 
DNA Polymérase, dNTPs, MgCl2 (Proméga)) + amorces : 4 µM + ADN : 10 ng, volume 
réactionnel : 20 µL ; Tm des amorces : 60°C, programme : 1 min 95°C, 1 min 54°C, 1 min 
72°C, 30 cycles, 5 min 72°C). Le fragment PCR est inséré dans un vecteur intermédiaire 
TOPO (Invitrogen). A partir du plasmide TOPO/IFNγ136 ou 124 purifié, le cDNA codant 
pour l’IFNγ mutant peut être excisé par les enzymes NdeI et BamHI (500 ng de plasmide, 5 U 
d’enzyme de restriction (Roche), volume réactionnel 10 µL). Le cDNA purifié par extraction 
sur gel d’agarose (geneclean kit, BIO101), est alors réintroduit dans le vecteur d’expression  
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Figure 42: Gel SDS-PAGE de l’expression de plusieurs 
mutants d’IFNγ en système bactérien
A coté du marqueur de poids moléculaire (M), les mutants exprimés 
sous forme de corps d’inclusion ont été chargés avant purification, 
sur un gel SDS-PAGE 15 %. Dans l’ordre, pour les mutants de 
substitution il y a l’IFNS3, l’IFNS5, l’IFNS8, pour les mutants de 
délétion il y a l’IFN124, l’IFN136 et enfin le sauvage (l’IFN143) a 
également été chargé. La présence des protéines est révélée par une 
coloration au bleu de Coomassie.
M
IFN 
S3
IFN 
S5
IFN 
S8
IFN 
124
IFN 
136
IFN 
143
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pET11a (Novagen) en aval du promoteur inductible à l’IPTG. (Rapid DNA Ligation Kit 
(Roche), 50 ng de vecteur, 90 ng d’insert, volume : 10 µL). Ces vecteurs pET11a/IFNγ136 et 
124 seront alors utilisés pour transformer les bactéries BL21 utilisées pour la production. 
 
Construction des vecteurs d’expression d’IFNγ dont les acides aminés basiques des domaines 
D1 et D2 sont sélectivement mutés en sérine 
Les expériences de mutagenèse dirigée sont réalisées sur le vecteur d’expression 
pET11a/IFNγ143. Certaines paires de bases des domaines D1 ou D2 sont modifiées afin de 
changer les acides aminés basiques (K, R) en sérine (S). Pour cela le Kit "Quick Change 
MultiSite directed Mutagenesis Kit" (Stratagène) est utilisé. Grâce à deux amorces 
complémentaires comportant les mutations, le vecteur pET11a/IFNγ143 est amplifié dans sa 
totalité (réaction dans 100 µL avec le vecteur matrice : 50 ng, les amorces: 125 ng, le tampon 
de réaction. Les dNTP 1mM et 1µL de la DNA polymérase pfu turbo sont ajoutés après un 
cycle de 8 minutes à 95°C; programme : 95°C : 30 sec, 55°C : 1 min, 68°C : 12 min, 18 
cycles avec une dernière élongation rallongée de 15 min à 68°C). Le produit de réaction est 
soumis à la DpnI (enzyme de restriction qui coupe uniquement l’ADN méthylé). Ainsi, seul le 
vecteur muté est conservé car non digéré. Il est alors utilisé pour transformer des  bactéries 
TOP10, lesquelles vont le produire en double brin. 
 
Expression des mutants dans le système bactérien BL21 Star (DE3) 
   Le vecteur pET11a, a l’avantage de contenir un promoteur T7, inductible par l’IPTG qui 
permet la fixation de la T7 polymérase, elle-même produite en présence d’IPTG  par les 
bactéries DE3 telles que les BL21 (DE3). La souche BL21 (DE3) a l’avantage d’être 
déficiente en mRNAse ce qui permet une plus grande durée de vie des ARNm et ainsi une 
augmentation de la quantité de protéine recombinante obtenue. 
   Une culture en fin de croissance est diluée 10 fois dans du milieu LB (Ampicilline) afin 
d’obtenir (2 heures plus tard) une culture en phase exponentielle de croissance (DO600nm= 
0,6). L’expression des protéines d’intérêt est alors induite par 0,5 mM d’IPTG pendant 5 
heures, à 37°C. 
 
2.2.2. Premiers résultats et perspectives 
 
Comme il est indiqué Figure 41, les vecteurs d’expression des mutants de la région C-
terminale d’IFNγ et plus particulièrement de ses domaines D1 et D2 ont pour la plupart été  
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IFN gamma globular domains: 1-128
QDPYVKEAEN LKKYFNAGHS DVADNGTLFL GILKNWKEES DRKIMQSQIV 
SFYFKLFKNF KDDQSIQKSV ETIKEDMNVK FFNSNKKKRD DFEKLTNYSV 
TDLNVQRKAI HELIQVMAEL SPAAKTGKrk rsqmlfrgrr asq
Figure 43: Prédiction du désordre dans la structure d’IFNγ
Le graphique représente le désordre probable de la protéine (en ordonnée) en fonction des acides 
aminés (abscisse) (obtenu par le logiciel IUpred). La bande en bleu foncé indique quels sont les 
résidus d’IFNγ qui seraient préférentiellement situés dans un domaine globulaire. Ceci est reporté
en dessous du graphique, avec les a.a. appartenant à une région stable en majuscules bleu et ceux 
qui appartiendraient plutôt à une région désordonnée en minuscules (rouge). Ainsi, la région 
globulaire serait située entre les acides aminés 1 et 128, ensuite, en C-terminal la protéine serait 
bien plus désordonnée. 
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construits (IFNγS1 à S8, IFNγ124 et IFNγ136). Leur expression en système bactérien dans 
des BL21(DE3) a été vérifiée (Figure 42). Des premiers résultats permettent d’affirmer que la 
méthode de purification qui va être utilisée, pourra être la même que celle utilisée pour 
purifier l’IFNγ sauvage (Sarrazin et al., 2005). Une fois les IFNγ mutants purifiés, leur 
activité respective sera testée et les interactions de chacun avec l’IFNγR et les HS seront 
minutieusement mesurées par Biacore. De cette manière, les données cinétiques des 
interactions pourront être analysées et comparées. 
 
2.3. Etude structurale de la région C-terminale d’IFNγ 
 
2.3.1. Résultats et discussion 
 
Actuellement, aucune information structurale sur les 19 derniers acides aminés de la 
cytokine n’est connue (acides aminés 125 à 143 qui correspondent à la région C-terminale 
englobant les domaines D1 et D2). Cela est certainement dû à la flexibilité de cette région 
(Ealick et al., 1991 ; Thiel et al., 2000). Le logiciel iupred (http://iupred.enzim.hu/) permet 
d’évaluer le désordre d’une protéine en fonction de sa séquence peptidique. Nous l’avons 
donc utilisé sur la séquence protéique de l’IFNγ. Comme cela a été suggéré, le logiciel iupred 
fait apparaître l’IFNγ comme une protéine globulaire avec une région C-terminale (à partir de 
l’acide aminé 128) désordonnée (Figure 43). 
En cristallographie, l’idée d’utiliser un ligand pour stabiliser une protéine, ou simplement 
une région flexible d’une protéine dans le but d’offrir plus de stabilité et ainsi d’obtenir des 
informations structurale est maintenant admise. Pour stabiliser la région C-terminale d’IFNγ, 
nous nous sommes proposés d’utiliser des molécules de types GAGS. L’objectif du travail, en 
utilisant de l’héparine, des fragments d’héparine ou des mimes oligosaccharidiques 
synthétiques (donc homogènes) était de stabiliser la région C-terminale d’IFNγ, et espérer 
ainsi établir par cristallographie sa structure. 
Dans un premier temps, l’objectif a été de définir les conditions pour lesquelles des 
cristaux d’IFNγ pouvaient être obtenus. Dans les conditions testées (kit Crystal Screen I et II), 
il apparaît qu’une solution de 2 M de sulfate d’ammonium, pH 8 permet de former des 
cristaux biréfringents d’IFNγ de taille exploitable. Malheureusement, pour la mise en place de 
la cristallisation d’un complexe IFNγ/oligosaccharide, cette solution n’est pas adéquate. En 
effet, à l’aide du Biacore, nous avons pu vérifier que le sulfate d’ammonium dissociait 
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instantanément l’interaction IFNγ/HS. Une autre condition de cristallisation devra donc être 
utilisée.  
Afin de mettre en place les conditions (concentration à utiliser, purification par filtration 
sur gel, concentration des échantillons, etc) permettant d’obtenir un complexe 
IFNγ/oligosaccharides pur, des premiers essais de formation de complexes ont été réalisés 
entre l’IFNγ et de l’Hp (6 kDa). Il s’est avéré que la mise en présence d’IFNγ concentré (5 
mg/mL) et d’Hp dans un rapport molaire 1/1,5 induisait la formation d’agrégats. Le même 
essai en conditions diluées a également conduit à l’agrégation lors de la concentration. Ce 
phénomène d’agrégation pourrait être expliqué par le fait qu’un fragment d’Hp peut fixer au 
moins deux IFNγ et ainsi de suite, créant ainsi un réseau de protéine. Afin de défavoriser cette 
façon d’interagir, plusieurs additifs comme le glycérol, différentes concentrations de sulfate 
d’ammonium ou de chlorure de sodium ont été testées. Aucune condition n’a été concluante. 
Dans l’espoir qu’une molécule oligosaccharidique bien plus spécifique d’IFNγ puisse ne 
pas engendrer le phénomène d’agrégation, la molécule 2O10 (Sarrazin et al., 2005), a été mise 
en présence d’IFNγ. Cependant, cette molécule peut réellement être considérée comme un 
mimétique de l’Hp puisque son effet est identique. Pour une concentration en IFNγ de 10 
mg/mL, l’ajout de seulement 1/8ème de mole de la molécule 2O10 crée l’agrégation. 
Toujours dans l’optique de ne plus former ce ″réseau protéique″, des octasaccharides, 
hexasaccharides et tétrasaccharides obtenus par synthèse chimique (Lubineau et al., 2004) ont 
été utilisés pour complexer l’IFNγ dans sa région C-terminale. L’ajout d’octasaccharide induit 
la formation d’agrégats. Cette turbidité est moins présente lors de l’ajout d’un hexasaccharide, 
et ne l’est plus en présence de tétrasaccharide. 
Dans la continuité de ces travaux, un complexe entre l’IFNγ et des disaccharides 
trisulfatés issus de la dépolymérisation de l’Hp réalisée de façon enzymatique a été créé. Ce 
complexe, formé par l’ajout de 6 disaccharides par dimère d’IFNγ (10 mg/mL) ne présente 
aucune turbidité qui pourrait être reliée à une quelconque agrégation. Sur ce complexe, 96 
conditions de cristallisation ont été réalisées. Six d’entres elles ont permis la formation de 
cristaux biréfringents. L’un d’entre eux n’a pas pu être analysé du fait de sa resolubilisation 
lors de l'extraction. Les cinq autres, après extraction et immobilisation dans l’azote liquide, 
ont été exposés à un rayonnement synchrotron, il s’est avéré qu’un seul possédait une carte de 
diffraction d’un cristal de protéine. Les cristaux obtenus étaient malheureusement trop petits 
pour en obtenir plus d’informations. Les deux conditions menant au cristal resolubilisé et au 
cristal positif ont été réitérées de façon manuelle (goutte de 4 µL dont 2 µL de complexe et 2 
µL de solution de cristallisation) sans succès pour l’instant. 
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Figure 44: Tableau récapitulatif de toutes les structures cristallines des complexes 
obtenues entre une protéine et des GAGs (HS, fragment d’Hp ou mimétiques)
(d’après Imberty et al., 2007)
Johnson et al 2006bpentasaccharide (Fondaparinux)Serpin/proteaseHumanAntithrombin/factor Xa2GD4
Dementiev et al 2004heparin mimeticSerpin/proteaseHumanAntithrombin/anhydrothrombin1SR5
Johnson et al 2006aheparin mimetic(SR123781)Serpin/proteaseHumanAntithrombin/thrombin2B5T
Li et al 2004heparin mimeticSerpin/proteaseHumanAntithrombin/thrombin1TB6
Carter et al 2003hexamerProteaseHumanThrombin1XMN
Johnson et Huntington
2003 pentasaccharideSerpinHumanAntithrombin1NQ9
Jin et al 1997synthetic pentaSerpinHumanAntithrombin1E03
Jin et al 1997synthetic pentaSerpinHumanAntithrombin1AZX
Moon et al 2004∆tetrasaccharideEnzymeHuman3-O-Sulfotransferase 31T8U
Shaya et al 2006∆disaccharideEnzymePedobacterheparinusHeparinase II2FUT
Lietha et al 2001tetrasaccharideGrowth factorHuman
N-term domain of
hepatocyte growth factor
(NK1)
1GMO
Lietha et al 2001tetrasaccharideGrowth factorHuman
N-term domain of
hepatocyte growth factor
(NK1)
1GMN
Schlessinger et al 2000decamerGrowthfactor/receptorHuman
FGF2/ectodomain of
receptor FGFR11FQ9
Pellegrini et al 2000decamerGrowthfactor/receptorHuman
FGF1/ectodomain of
receptor FGFR21E0O
DiGabriele et al 1998∆hexasaccharideGrowth factorHumanAcidic fibroblast growthfactor (aFGF)
2AX
M
DiGabriele et al 1998∆hexasaccharideGrowth factorHumanAcidic fibroblast growthfactor (aFGF)1AXM
Faham et al 1996∆hexasaccharideGrowth factorHumanBasic fibroblast growthfactor (bFGF)1BFC
Faham et al 1996∆tetrasaccharideGrowth factorHumanBasic fibroblast growthfactor (bFGF)1BFB
Shaw et al 2004∆disaccharideChemokineHumanRANTES1U4M
Shaw et al 2004∆disaccharideChemokineHumanRANTES1U4L
Ganesh et al 2004hexasaccharideComplementViralVaccinia complementprotein1RID
Fry et al 1999pentasaccharideCapsidViralFoot-and-mouth diseasevirus capsid1QQP
Tan et al., 2006pentasaccharide (Arixtra)Extracell. prot.Human
Thrombospondin 1 (N-
term domain)1ZA4
Lee et al 2005hexasaccharideToxinCobraCardiotoxin A31XT3
Shao et al 2006∆hexasaccharideExtracell. prot.HumanAnnexin A22HYV
Shao et al 2006∆tetrasaccharideExtracell. prot.HumanAnnexin A22HYU
Capila et al. 2001∆tetrasaccharideExtracell. prot.RatAnnexin V1G5N
Swaminathan et al. 
2005disaccharideLectinHuman
Eosinophil-granule major 
basic protein (EMBP)2BRS
Ref.Length ofoligosaccharidea,bNatureOriginProteinPDB
a The reported length corresponds to the fragment observed in the crystal structure.
b Δ Indicates the presence of ΔUA at the nonreducing end (1,4-dideoxy-5-dehydro glucuronic acid)
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L’intérêt d’obtenir la structure du complexe entre IFNγ et des oligosaccharides est 
multiple. Premièrement, cela permettrait d’avoir une structure complète de la cytokine. 
Ensuite, la caractérisation de l’interaction entre l’IFNγ et les GAGs pourrait ainsi être faite à 
l’échelle moléculaire, ce qui offrirait des informations utiles pour l’amélioration de 
mimétiques thérapeutiques telle que la molécule 2O10 (Lubineau et al., 2004 ; Sarrazin et al., 
2005 ; Delehedde et al., 2005). 
La résolution de la structure d’un tel complexe n’est pas simple. A ce jour, l’ensemble des 
structures cristallographiques obtenues pour un complexe entre une molécule de type GAG et 
une protéine, n’inclut aucune protéine qui possède plus d’un site d’interaction avec les GAGs 
(Figure 44) (Imberty et al., 2007). Seuls RANTES et SDF-1α  ont été cristallisés en présence 
de GAGs. Il s’agissait dans les deux cas d’un disaccharide, ne permettant pas 
l’oligomérisation de la chimiokine (Shaw et al., 2004 ; Murphy et al., 2007). Cela laisse 
penser que les investigations structurales sur les interactions entre chimiokines et GAGs ont 
malheureusement abouti aux mêmes résultats que ceux obtenus avec IFNγ comme cela avait 
été décrit par Stura et al. (2002).  
En ce sens, il convient bien entendu, d’approfondir les conditions de cristallisation entre 
l’IFNγ et des disaccharides. Par ailleurs, une nouvelle piste de travail a été engagée. Elle 
consiste à produire un mutant d’IFNγ qui ne possède qu’un seul de ses deux domaines C-
terminaux. Si l’hypothèse énoncée s’avèrerait juste, la co-cristallisation de fragments 
oligosaccharidique de taille plus importante (qu’un disaccharide) avec cet IFNγ "unijambiste" 
pourrait être ainsi rendue possible et exploitée. 
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3. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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L'IFNγ possède deux ligands biologiques qui sont les protéoglycannes à HS et l’IFNγR, 
son récepteur spécifique. Par le biais de ce dernier, l’IFNγ est capable de réguler au moins 
200 gènes, dans les processus de réponses immunitaires et inflammatoires principalement. 
Sadir et al. (1998) ont montré que l’IFNγ ne pouvait pas se fixer à la fois sur ses deux ligands. 
Cela prouve que les HS ne fonctionnent pas comme des ″co-récepteurs″ pour la cytokine, 
comme ils peuvent l’être avec le FGF-2.  
Sur l’IFNγ, en C-terminal, deux domaines (D1 et D2) riches en acides aminés basiques 
peuvent être distingués. La perte du domaine D2 confère à la cytokine une activité maximale 
alors que la perte des domaines D1 et D2 lui enlève toute activité (Döbeli et al., 1988). Ceci 
étant, il a également été montré que les HS sont capables de protéger le domaine D1 des 
coupures protéolytiques (Lortat-Jacob et Grimaud, 1994). De tels résultats prouvent 
l’importance des HS dans la protection de la cytokine et dans la potentialisation de son 
activité. De plus, des études menées chez l’animal ont montré que la fixation de l’IFNγ aux 
HS régulait l’élimination plasmatique, la distribution tissulaire et l’accumulation locale de la 
protéine (Lortat-Jacob et al., 1996b). 
La caractérisation de l’interaction entre la cytokine IFNγ et les HS se trouve donc être un 
élément important pour comprendre davantage le mode de fonctionnement de ce médiateur. 
Dans cette optique, plusieurs travaux permettant de caractériser de façon biochimique cette 
interaction ont été réalisés (Lortat-Jacob et al., 1991 ; Lortat-Jacob et Grimaud, 1991 ; 1992). 
De ces travaux, un modèle d’interaction entre les deux molécules a été proposé (Lortat-Jacob 
et al. ; 1995) (Figure 35 du rapport bibliographique). Afin de vérifier ce modèle et de disposer 
de quantité importante de molécules pour procéder à différents tests biologiques, une 
collaboration avec le laboratoire du Professeur David Bonnaffé (Université Paris Sud, 
Laboratoire de Chimie Organique Multifonctionnelle) a été mise en place et a permis 
d’obtenir par voie synthétique des oligosaccharides ayant pour but de mimer les HS dans 
l’interaction avec l’IFNγ (Lubineau et al., 2004). Ces mimétiques étaient des tétra, des hexa 
ou des octasaccharides, reliés ou non entre eux par une répétition de fonctions PEG de 
différentes tailles (5 ; 10 ou 32 répétitions). La capacité de ces molécules à mimer les HS dans 
l’interaction avec IFNγ a alors pu être testée. C’est l’objet de l’article "Sarrazin et al., (2005)" 
dans lequel l’effet de ces mimes oligosaccharidiques sur l’interaction IFNγ/IFNγR et IFNγ/HS 
a pu être évalué par Biacore. De même, l’effet de ces mimétiques sur l’activité de la cytokine 
a pu être mesuré. Il en ressort que la molécule 2O10 semble être un bon mimétique des HS 
puisqu’elle est capable d’inhiber l’interaction de l’IFNγ avec ses deux ligands. Cela se traduit 
in vitro par un effet inhibiteur sur l’activité de la cytokine aussi important que celui qui peut 
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être observé avec l’Hp. La molécule 2O10 semble donc valider le modèle d’interaction qui 
avait été proposé. Le fait que cette molécule soit capable d’inhiber l’activité d’IFNγ in vitro 
permet d’imaginer que des applications thérapeutiques peuvent lui être assignées, en 
particulier dans les pathologies liées à une surexpression de l’IFNγ. 
La molécule 2O10 est constituée de deux octasaccharides complètement sulfatés reliés 
entres eux par dix répétitions PEG. Or, il n’est pas évident que chacun des sulfates soit 
essentiel à l’interaction. Il est même possible que certains de ces sulfates soient gênants pour 
l’interaction. Si la molécule venait à être utilisée dans une approche thérapeutique, l’intérêt 
serait qu’elle ne possède que les sulfates (ou les groupements) qui lui sont réellement 
nécessaires à inhiber l’IFNγ, ceci dans un souci de spécificité et d’affinité maximale. 
C’est pourquoi il est apparu important de caractériser encore plus en détail l’interaction 
entre l’IFNγ et 2O10 ou entre l’IFNγ et les HS en général ; cela, afin de savoir de manière 
précise quels sont les acides aminés de la région C-terminale de l’IFNγ qui rentrent en 
interaction avec quels groupements fonctionnels des oligosaccharides. Pour cela, deux études 
ont été mises en place.  
La première étude, toujours en cours, a pour but d’analyser le rôle des domaines D1 et D2 
de l’IFNγ et surtout de chacun des acides aminés basiques inclu dans ces domaines. La 
création de mutants de chacun des acides aminés basiques des domaines D1 et D2 a ainsi été 
engagée afin d’analyser le rôle de chacun d’entre eux dans la fixation de l’IFNγ à l’un ou 
l’autre de ses ligands. Cette approche doit également permettre d’optimiser 2O10, par exemple 
en supprimant les sulfates positionnés en face d’acides aminés n’ayant qu’un rôle mineur dans 
l’interaction. 
La seconde étude a pour objectif de résoudre la structure cristallographique de la région 
C-terminale d’IFNγ qui n’a pour l’instant pas encore été mise à jour. La région C-terminale 
d’IFNγ semble trop labile pour donner un signal cristallographique (Ealick et al., 1991), mais 
pourrait être stabilisée en présence de son ligand. L’objectif a donc été d’obtenir un complexe 
entre IFNγ et des oligosaccharides (Hp ou 2O10) dans le but d’engager des expériences de 
cristallographie. Malheureusement, la mise en présence d’Hp ou de 2O10 avec l’IFNγ induit 
une agrégation quelques soient les conditions que nous avons testées. En revanche, 
l’utilisation de tétrasacharides ou de disaccharides n’a pas induit d’agrégats. Le complexe 
entre IFNγ et des disaccharides a été utilisé pour des expériences de cristallographie. Deux 
conditions de cristallisation ont permis l’obtention de cristaux protéiques, mais de taille 
insuffisante pour en dégager une information structurale. De ce point de vue, il apparaît 
important de continuer à cribler des conditions autour de ces résultats encourageants. Par 
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ailleurs, pour éviter le phénomène d’agrégation, la préparation d’un IFNγ ne possédant qu’un 
seul domaine C-terminal pourrait s’avérer être une approche originale permettant de limiter la 
formation de réseaux. L’obtention de la structure du domaine C-terminal d’IFNγ constituerait 
une avancée très importante pour l’optimisation d’une molécule comme 2O10, en particulier 
en étudiant l’interaction IFNγ/2O10 par modélisation moléculaire. 
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RESUME 
Les protéoglycannes exercent de nombreuses fonctions par le biais de leur partie protéique 
ou de leurs glycosaminoglycannes. La caractérisation des interactions entre les 
glycosaminoglycannes et des protéines a ouvert de larges champs d’applications. Dans ce 
cadre, deux thèmes de recherche ont été développés.  
Premièrement, nous nous sommes intéressés à un nouveau protéoglycanne appelé 
endocan. La développement des capacités de production et de purification de cette 
macromolécule, nous a permis par différentes approches de déterminer le profil structural de 
sa chaîne glycannique et de sa partie protéique, mais aussi d’étudier les interactions avec 
plusieurs de ses partenaires protéiques dont l’interféron γ et l’hépatocyte growth factor, 
impliqués respectivement dans l’inflammation et le développement tumoral. Parallèlement, 
une étude structurale et fonctionnelle de l’interaction entre l’interféron γ et des 
glycosaminoglycannes de type héparanes sulfates a conduit au développement de mimes 
oligosaccharidiques obtenus par synthèse chimique. Parmi ces molécules, certaines permettent 
de moduler in vitro l’activité de la cytokine, et constituent une base possible pour le 
développement de nouveaux médicaments. 
ABSTRACT 
Proteoglycans are complex macromolecules which consist structurally of a core protein 
and one or more covalently linked glycosaminoglycan chains. Both components can interact 
with a variety of binding proteins known to be involved in various pathophysiological 
processes such as inflammation and cancer. The characterization of the specific interactions 
between glycosaminoglycans and their binding partners should raise new therapeutic 
opportunities in drug development. 
In this context, we first studied a recently discovered proteoglycan called endocan. By 
developing new processes for high yield production and purification, we have been able to 
further characterise the structure of endocan using different biochemical approaches and also 
to study the interactions with various binding partners including interferon γ and hepatocyte 
growth factor. In the same time, the characterisation of the specific interaction of interferon γ 
and the particular glycosaminoglycan of heparan sulphate type allowed the synthesis by sugar 
chemistry of glycosaminoglycan mimetics. Among these molecules, a glycoconjugate 
modulates the activity of the cytokine and could lead to the development of a new type of 
drugs.  
